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| RESUMEN I

Durante los ultimos afios gracias a la incorporacion de rutas sintéticas mas viables,
los oligonucledtidos sintéticos han cobrado gran auge en diversas dreas
- relacionadas a la medicina y a la biologia molecular. Continuamente se vienen
reportando nuevas metodologias para la preparacion de oligonucledtidos en
cantidades que permiten su manipulacién con fines sintéticos y de ensayos
biol6gicos.

Adema4s del escalamiento en la obtencién de oligonucleotidos, estas técnicas han
permitido la obtencién de oligonucledtidos modificados en cualquicra de sus
partes, es decir en la base nitrogenada, en la furanosa 6 en el grupo fosfato. Otra
consecuencia de la quimica de los nucleGtidos es la preparacién de
oligonucleétidos unidos a una gran variedad de moléculas entre las que se pueden
mencionar los derivados de esteroides y de anillos arométicos.

El interés que despierta acoplar moléculas a cadenas sencillas de oligonucleétidos
se debe a los efectos que causan los derivados de esteroides en el mejoramiento de
la permeabilidad a través de las membranas y por tanto de su distribuci6n a sitios
intercaladores. Para el caso de acoplar anillos arométicos a oligonucle6tidos s¢ ha
observado que existe un sensible incremento de las interacciones a la doble hélice
de ADN lo cual es debido al poder intercalante de los derivados de anillos
bencénicos. Dentro de éstos, los derivados de acridina han demostrado poseer una
marcada capacidad como agentes intercalantes de ADN y en consecuencia se han
propuesto como agentes antitumorales potenciales.

Un inconveniente que presenta la quimioterapia en contra del céncer es la ausencia
de moléculas 6 compuestos que actuen en regiones especificas de genomas
neopldsicos sin afectar células normales. Como alternativa a este inconveniente se
propone el uso de moléculas unidas a oligonucleStidos que tengan secuencias
especificas en la regiébn de ADN en la cual se pretende ejercer la accién
antitumoral. Los antibidticos naturales tales como la adriamicina y drogas



sintéticas como la amsacrina interactdan con el ADN y son ampliamente utilizadas
en el tratamiento clinico de una gran variedad de enfermedades neopldsicas.

Por otra parte se ha observado que los oligonucle6tidos unidos a moléculas ademads
de proporcionar especificidad de secuencia también actian como acarreadores
biolégicos. Se ha encontrado que los oligonucle6tidos sustituidos pueden
interaccionar tanto sobre secuencias de ARN formando dobles hélices (oligos
antisense) como en secuencias de ADN para formar triples hélices a través de
interacciones por puentes de hidrégeno tipo Hoogsteen!.

Los compuestos que actuan a nivel de material genético lo hacen como agentes
intercalantes (acridina) 6 de rompimiento de hélice (dinamicina?);, también se han
descrito un gran nimero de estudios fisicos sobre las interacciones del ADN con
cationes arométicos planos (proflavina, netropsina3). Debido a su relativa
simplicidad, las interacciones de moléculas pequefias con dcidos nucleicos
proporcionan gran informacién sobre las transiciones conformacionales inducidas
por el ligandod.




| GLOSARIO ' I

T timidina

NCS ‘N-clorosuccinimida

AcO acetato

Tr tritilo

DCC diciclohexilcarbodiimida

MSCl | cloruro de mesitilensulfonilo

TPSCl cloruro de 2,4,6,-triisopropilbencensulfonilo

MMTr p-anisildifenilmetilo
Py piridina
DMTCl1 cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo

t-BuOOH  hidroperéxido de tert-butilo

PPA 4cido polifosférico

T™S tetrametilsilano

CDCl, cloroformo deuterado

8 sefial simple

d sefial doble

t sefial triple

m sefal miltiple 6 compleja
eq equivalentes



I ANTECEDENTES I

Histéricamente, el descubrimiento de la estructura helicoidal del ADN hecho por
Watson y Crick® di6 la fuerza necesaria para hacer cambios en las sintesis de
oligonucledtidos con secuencias definidas. Michelson y ToddS reportaron en 1955
la primera sintesis quimica de un dinucleétido que contenia un enlace
internucleétido (3'-5") idéntico al del ADN natural. '

Los primeros ~estudios se basaron en la activacién del 3.0-(5-0-
acetildesoxitimidinilo)-H-fosfonato de bencilo 1 con N-clorosuccinimida
formando el correspondiente clorofosfato 2 seguido de la adicién de 3'-O-
acetiltimidina. El dinucledsido fosfatotriester 3 resultante se convirtié después de
remover los grupos protectores en el 4cido timidilico natural 4 (Esquema I).
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A finales de los 50's Khorana llevé a cabo la preparacién de secuencias definidas
de desoxirribopolinucledtidos las cuales ayudarian a describir el c6digo
genético”8. La metodologfa quimica utilizada para la sintesis de estos oligémeros
involucra la condensacién de un nucledsido que tiene el grupo OH-3' libre y el
grupo OH-5' protegido por el grupo tritilo 5 (sensible a medios 4cidos), con un 5'-
fosfato nucledsido que contiene el grupo OH-3' bloqueado por un grupo acetilo 6

_(sensible a medios basicos). El acoplamiento ocurre en presencia de un agente
condensante tal como DCC, MS-CI, TPS-Cl para formar el fosfato dinucledsido 7
(Esquema 2).

ESQUEMA 2

La extensién de la cadena nucleotidica se lleva a cabo al remover el grupo acetilo
de la posicién 3' en 7 y por condensacién subsecuente con otra molécula de 6 se
obtiene un nuevo 5'-fosfato nucleésido protegido®.

Letsinger y Ogilvield!l demostraron que la condensacién de un
desoxirribonucleésido 5'-O-protegido 8 con un monoester fosfato 9 en presencia
‘de MSCI genera el correspondiente fosfodiester nucledsido intermediario 10. La
adicién de un desoxirribonucledsido que tiene el grupo OH-5' libre en presencia de
TPS-CI como agente condensante genera el fosfato triester dinucléosido 11 el cual
se separa facilmente de la materia prima i6nica por medio de una cromatografia en
gel de silice (Esquema 3).
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ESQUEMA 3

A mediados de los 70's Letsingerl%!3 revolucion6 la sintesis quimica de
oligonucleétidos a través de la metodologia del "fosfitotriester". Esencialmente, el
método consiste en Hevar a cabo la reaccion de la desoxitimidina 5'-O protegida 12
con el diclorofosforidito de 2,2,2-tricloroetilo 13 para generar en 5 minutos a
-780C un intermediario desoxirribonucleésido 3'-O-fosforocloridito 14. La adicion
de la desoxitimidina 3'-O-protegida 15 resulta en la rdpida formacién del
dinucledsido fosfitotriester 16 el cual se oxida al correspondiente fosfato triester
17 por una solucién acuosa de I (Esquema 4).
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ESQUEMA 4

Los clorofosfitos desoxirribonucledsidos son intermediarios altamente reactivos,
inestables y muy sensibles a la humedad asi como también son dificiles de manejar
bajo condiciones normales. Teniendo en cuenta estos problemas, Beaucage y
Caruthers!4 desarrollaron los fosforamiditos desoxirribonucleésidos como una
nueva clase de intermediarios para la sintesis de oligonucleétidos.

En aiios recientes se han estudiado las propiedades de drogas enlazadas al ADN
como agentes antitumorales potenciales!S. Algunos antecedentes que se tienen
sobre esta drea reportan la sfntesis de uracilos acridinil sustituidos via la reacci6n



de enamina entre e] 6-aminouracilo y la 9-cloroacridina; estos compuestos poseen
actividad antitumoral asi como antibacterial y antifungicida,

Las drogas se enlazan al ADN en varias formas, pero se dividen en 2 clases
principales : intercalantes y no intercalantes. En el primer caso los compuestos
estdn enlazados reversiblemente con el ADN vy en el segundo caso los compuestos
s6lo interactian con el ADN, no hay enlace covalente. El ADN tiene la capacidad
reversible de incluir moléculas aromdticas planas las cuales se insertan entre los
pares de bases de la doble hélicelS.

Sin embargo, una serie de andlogos de la amsacrina empleados como
intercaladores presentan una excelente actividad anticancerfgena. Esto ha creado
un gran interés por encontrar nuevos tipos de agentes intercalantes que posean
actividad antitumoral y as{ poder entender en forma detallada el modo de enlace
con la estructura del ADN.

El anaranjado de acridina y el tetra N-metil derivado de la proflavina han sido
utilizados desde hace tiempo como indicadores histolégicos que demuestran la
presencia de dcidos nucleicos. Estos compuestos se intercalan en la doble cadena
helical de! ADN in vitro, ocasionando un cambio pronunciado en sus propiedades
fisicas; la viscosidad de la solucién aumenta, la velocidad de sedimentacién
disminuye, etc. Estos efectos demuestran que las moléculas de acridina se han
intercalado entre los pares de bases causando una distorsi6én local y parcial de la
doble hélice originando un incremento en la longitud de la molécula de ADN.

La intercalacion ha sido demostrada con un gran mimero de compuestos que tienen
un sistema policiclico aromético y grupos que son capaces de formar puentes de
hidrégeno. Algunos de estos compuestos son : la 9-aminoacridina y el trypanocide
ethidium que son compuestos con actividad antibacterial, la mepacrina y la
cloroquina que tiene actividad contra la malaria, ademds de un gran nimero de
antibidticos incluyendo las actinomicinas, echinomicinas y bleomicinas.



Estos derivados de la acridina fueron sintetizados por los siguientes métodos!7:
reaccién de Bernthsen, ciclacién de 2-carboxifenilnaftilaminas, la reaccién de
Ullmann-Fetvadjian y la reaccién de Pfitzinger.

En la reaccion de Bernthsenl8!9, la N-fenil-1-naftilamina 18 se calienta en
presencia de un acido orgdnico para obtener la benz[a]acridina 19; en algunos
casos se utiliza el anhidrido del 4cido y un catalizador que puede ser ZnCl,, AlICly
6 PPA (Esquema 5).

| ESQUEMA 5 I

Los productos de ciclacién de 2-carboxifenilnaftilaminas con POCl; son las 7-
clorobenzen[c]acridinas. Por ejemplo en la condensacién de Ullmann del 4cido 2-
clorobenzoico 20 con la 7-metoxi-1-naftilamina 21 se forma el 4cido (7-metoxi-1-
naftil)antranilico 22, el cual se convierte en la 7-cloro-2-metoxibenz[c]acridina 23
por tratamiento con POCl320 (Esquema 6).



ESQUEMA 6

La reaccién de Ullmann-Fetvadjian2! (condensacién de paraformaldehido con una
mezcla caliente de un naftol y una arilamina primaria), es también un método
conveniente para la sintesis de benz[c]acridinas. En este método, aminas
aromdticas como la anilina y la 1-naftilamina reaccionan primero con los naftoles
(fenoles) y el producto de reaccién se cicla en presencia del aldehido
(paraformaldehido). Asi por ejemplo la 1-naftilamina, el m-cresol y el
formaldehido reaccionan para dar la 10-metilbenz[c]acridina 24 (Esquema 7).
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l EﬁUEMA 7 I

En la reaccién de Pfitzinger,22 la isatina 25 en medio basico (KOH) se convierte en
el 4cido isat6nico 26, el cual se condensa con la o-tetralona 27 {(asi como con otras

cetonas ciclicas) para formar la 7-carboxi-5,6-dihidrobenz{clacridina 28 (Esquema
8).



ESQUEMA 8

Otro de los métodos disponibles23 para generar este tipo de sistema consiste en la
condensacién de dimedona, c-naftilamina y aldehidos aromaéticos lo que permite

obtener las tetrahidroacridonas 29 (Esquema 9).
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Las acridinas tienen una amplia gama de propiedades farmacolégicas. Por ejemplo,
se ha encontrado que 30 tiene aplicacién en el tratamiento de la leucemia y 31 es
utilizado como agente antitumoral?4 (Esquema 10)
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ESQUEMA 10




OBJETIVO

Obtener el tetrahidroacridinol ITI via una nueva ruta sintética y disefiar una ruta
general de sfntesis para la obtencién del producto de condensacién entre 111 y la
timidina VII via el método del fosforamidito triester (Esquema 11).

0]

ESQUEMA 11




|' - DISCUSION ]

Un oligongcicoudo es una cadena que contene un nimero de unidades de
nucleosidos unidos pur medio de un enlace fosfodiester. En general, los
fosfodiesterss se forman entre un grupo hidroxilo 3' de un nucledsido y el grupo
hidroxilo 3 Je otro: es de esta forma gue se encuentran en los deidos nucleicos.

Los dcidos nucleicos son altamente sensibles a un gran mimero de reacciones
quimicas y solamente en las condiciones adecuadas se puede llevar a cabo la
formacion de una cadena de eligomucledtidos. Las bases heterociclicas son
sensibles a la alquilaciém, oxidacién y reduccién. El enlace fosfodiester es
vulnerable a la hidrélisis. En el caso del ADN, la hidrélisis 4cida se lleva a cabo
mds rdpidamente que la bésica , debido a la sensibilidad del enlace glicosidico C' -
N. especialmente en ¢l caso de nuclebtidos de purina (depurinacién). Tales
consideraciones limitan el rango de reacciones quimicas en la sintesis de
oligodesoxirribonucledtdos a :

1.- Hidrdlisis en medio ligeramente alcalino

2.- Hidr6lisis en medio muy ligeramente dcido

3.- Reacciones de desplazamiento ligeramente nucleofflico
4.- Reacciones de eliminacién catalizadas por base

5.- Sélo algunas reacciones de oxidacién

El paso clave para la sintesis de oligodesoxirribonucledtidos es la formacion
especifica y secuencial de las uniones 3'-5'-fosfodiester. Los principales centros
nucleofilicos en un 2'-desoxirribonucleésido son el grupo 5'-OH, el grupo 3'-OH y
en el caso de la adenina, citosina y guanina el grupc amino exociclico. Para formar
especificamente un enlace 3'-5' entre dos unidades de 2'-desoxirribonucle6sidos los
centros nucleofflicos no involucrados en el enlace deben estar quimicamente
protegidos. La primera unidad -(5') debe tener grupos protectores en el grupo
hidroxilo 5’ y en )a base heterociclica, mientras que en la segunda unidad -(3') debe
estar protegida en el grupo hidroxiln 3' y en la base heterociclica. Por ejemplo en la



unién de una unidad de 5'dA 32 y 3-dG 33 (Esquema 12), donde R; y Ry son
grupos protectores para la 5'-dA y R; y R, son grupos protectores para la 3'-dG.
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ESQUEMA 12

Una de las dos unidades se fosforila 6 fosfitila en el tinico grupo hidroxilo libre y
entonces se une a la otra unidad de nucleésido en una reaccién de acoplamiento. El
monofosfato dinucle6sido resultante estd totalmente protegido. Comunmente los
fosfatos tienen un grupo protector R que se introduce durante la fosforilacién 6 la
fosfitilacién, de manera que el fosfato internucleésido es un triester 34, Para
extender la cadena, uno de los dos grupos protectores terminales R, 6 Ry se
remucve selectivamente para generar un grupo hidroxilo libre en el cual se d4 el
acoplamiento con otra unidad.

La forma més conveniente para llevar a cabo la reaccién de acoplamiento es
utilizar el fosfato desoxinucleésido como unidad bdsica y llevar secuencialmente
los acoplamientos. Debido a que el grupo hidroxilo 5' es mas nucleofilico que el
hidroxilo 3' los grupos fosfatos se forman en la posicién 3'. Para llevar a cabo esta

17



reaccion selectiva se requiere proteger los grupos amino heterociclicos y el grupo
hidroxilo 5",

Se sabe que los grupos acilo son estables por largos periodos de tiempo a
condiciones ligeramente 4cidas 6 bdsicas, asi como a las condiciones de
cromatografia, pero que son removidos por tratamiento con amoniaco acuoso al
final de la sintesis. El grupo benzoilo se utiliza para proteger la base adenina 35 y
la base citosina 36, asf como el isobutirilo para la base guanina 37 (Esquema 13).

ESQUEMA 13

Los grupos protectores se introducen por acilacién de la unidad de 2-
desoxirribonucledsidos. En el caso de citosil derivado, se lleva a cabo 1a acilacién
selectiva de los grupos amino, pero los grupos oxhidrilo del adeninil y guanil

18



derivados son también nucleofilicos, por 1o que es necesario emplear otros
procedimientos de acilacion; por ejemplo :

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

2.-proteccion transiente : los grupos hidroxilo del azicar son sililados con
TMSCL. Posteriormente se lleva a cabo la benzoilacién formando el derivado
dibenzoilado, el cual se desprotege con amoniaco acuoso (Esquema 14, ruta B).

I ESQUEMA 14 I

Asimismo, el mejor grupo protector para el grupo 5'-OH es el 4,4'-dimetoxitritilo.
Este se introduce por reaccién del DMTICl en presencia de catalizadores
ligeramente bésicos tales como la piridina 6 la 4-dimetilaminopiridina. Por
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ejemplo, en el Esquema 15 se muestra la proteccion en 5' de la 6-N-benzoil-2-
desoxiadenosina. La reaccion es regioselectiva para el grupo hidroxilo 5' en
comparacién con el grupo hidroxilo 3' debido a que el grupo protector es muy
voluminoso. El grupo DMTr es removido por tratamiento con dcidos como el
dicloro 6 tricloroacético en un disolvente no acuoso. Durante la desproteccion
aparece el color naranja brillante del cation dimetoxitritilo y esto puede utilizarse
como una medida de la cantidad de desoxinucleésido desprotegido.

Durante el desarrollo de estas sintesis los 5'-O-dimetoxitritil-(N-acilados)-2'-
desoxinucledsidos son fosforilados 6 fosfitilados en el grupo hidroxilo 3'
(Esquema 15). En estos casos los productos de sintesis se unen a la cadena de
oligonucleétidos formando un fosfatotriester donde el fosfato internucleésido tiene
un grupo protector,

En la quimica del P (V) los mejores grupos protectores para los fosfatotriesteres
son los arilo (usualmente derivados mono 6 diclorofenilo). Esto se debe a que un
arilfosfodiester es un desoxinucledsido mucho mds reactivo que un
alquilfosfodiester en las reacciones de acoplamiento. Por ejemplo, la 5'-O-
dimetoxitritil-6-N-benzoil-2'-desoxiadenosina 44 dd el correspondiente 3'-O-2-
clorofenilfosfodiester 46 cuando reacciona con el 2-clorofenilfosforo-bistriazol 45
(Esquema 15 ruta a).

En la quimica de P (IIl) los fosfitotriesteres arilicos y alquilicos son especies
altamente reactivas; de aquf que el grupo metilo 6 el 2-cianoetilo sean grupos
protectores puesto que pueden ser removidos conveniente y selectivamente al final
de la sintesis (Esquema |5 ruta b).

En contraste, la quimica de los H-fosfonatos no requieren de grupos protectores
puesto que los enlaces H-fosfonatos son relativamente inertes bajo las condiciones
de acoplamiento. Un desoxiribonucledsido 3'-H-fosfonato se prepara simplemente
por la reaccién del derivado dexosinucleésido con PCls, triazol 6 imidazol como
activador y bajo catdlisis basica usando N-metilmorfolina 6 trietilamina, seguido
de un tratamiento acuoso (Esquema 15 ruta c).

20
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El desarrollo de formas eficientes para hacer el enlace internucleétido ha sido por
muchos afios el tema central de la sintesis de oligonucleétidos. Este problema se
solucioné efectivamente por el método del fosfatotriester (fosforamidito) llevado a
cabo por Caruthers a principios de 1980 lo que propicié la transformacion de la
sintesis de oligonucleétidos por procedimientos manuzles 6 semimanuales en un
proceso comercial utilizando una méquina. La ventaja de estos métodos es la alta
eficiencia de la reaccién de acoplamiento entre un grupo hidroxilo 5' del
desoxinucledsido protegido con un soporte solido 49 y el alquil 5'-DMTr-(N-
acilado}-desoxinucledsido 3'-O-(N,N-diisopropilamino)fosfito 50, donde el grupo
alquilo puede ser metilo 6 2-cianoetilo (Esquema 16).

Al contrario de los otros métodes, un fosforamidito es considerablemente menos
reactivo y requiere protonacién en el mitrégeno para hacer que actilie como un
agente fosfitilante. El tetrazol es lo suficientemente dcido como para llevar a cabo
la reaccién sin que se tenga la pérdida del grupo DMTr. El producto de
acoplamiento es un fosfito dinucledsido, el cual puede oxidarse con yodo antes de
seguir con la extensién de la cadena. ;
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RESULTADOS

La condensacién de la 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona con el 2-
nitrobenzaldehido en presencia de KOH acuoso, gener6 la 2-(2-nitrofenilmetilen)-
5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona I como un sélido amarillo con un punto de
fusién de 178-180°C y en un rendimiento del 45%.

Su espectro de IR (disolucién) presenta dos bandas en 1527 y 1373 cm! debido al
£IUpo nitro.

En el espectro de RMN-H! (espectro 1) en 8.84 ppm aparece una sefial simple que
corresponde al prot6n vinilico, en 8.10 a 7.52 ppm aparecen 4 seilales (1 protén
cada una) para los 4 protones del anillo aromético, en 3.22 y 2.66 ppm aparecen
dos seiiales dobles (2 protones cada una) que corresponden a los hidrégenos de los
‘carbonos 4 y 6, en 1.25 y en 1.15 ppm aparecen dos sefiales dobles que integran
para 3 protones cada una y que corresponden a los hidrégenos de los dos metilos
enlazados al C-5.

El espectro de masas confirma la formacién del producto esperado ya que muestra
un i6n molecular a m/z 273 (46) y los fragmentos a m/z 227 (20) y 83 (100).

El siguiente paso consistié en obtener la 3,3-dimetil-1-0x0-1,2,3,4-
tetrahidroacridina I para lo cual se ensayaron diversas condiciones de reaccion tal
como se muestra en la Tabla 1.
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| TABLA 1 I

EXPERIMENTO | CONDICIONES TIEMPO RENDIMIENTO

1 Zn, AcOH, EtOH, 4 hr 26 %
t.a

2 SnCl,, EtOH, 3hr -
t.a. .

3 Fe, AcOH, EtOH 17 hr 44 %

reflujo

4 Zn, HC], EtOH, 6 hr 17 %
{.a.

5 Na,S,0,, EtOH : 6 hr -

H,0 reflujo

Las mejores condiciones fueron cuando se hizo reaccionar a la ciclohexanodiona I
con fierro en polvo y dcido acético en etanol a reflujo, obteniendo II como un
s6lido de punto de fusién de 110-1120C,

El compuesto II se caracteriz6 mediante sus datos espectroscépicos de IR
(disolucién) que muestra una banda en 1689 cm'! que corresponde a la cetona
conjugada y en 2961 y 1593 cm-!, bandas que corresponden al C=N.
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Su espectro de RMN-H! (espectro 2) presenta en 8.85 ppm una sefial simple (1
prot6n) del C-9, en el intervalo de 8.03 ppm a 7.56 ppm aparecen cuatro sefiales
muiltiples (1 protén cada una) y que corresponden a los 4 hidrégenos arométicos
(H-5, H-6, H-7 y H-8), en 3.20 ppm y 2.66 ppm aparecen dos sefiales simples que
integran para 2 protones cada una y ‘que corresponde a los hidrégenos de los
carbonos 2 y 4, y una sefial simple en 1.15 ppm que integra para 6 protones que
corresponde a los 6 hidrégenos de los dos metilos unidos al C-3.

El espectro de masas confirma la estructura obtenida por su ién molecular a m/z
225 (85) y su pico base a m/z 169, :

A continuacién se llevé a cabo la reducci6n de la tetrahidroacridina II al
compuesto III. Utilizando 5 equivalentes de NaBH, en THF seco, a temperatura
ambiente por 21 horas, no se observé producto de reaccién. Sin embargo cuando
se cambiaron las condiciones de reaccién usando 25 equivalentes de NaBH, en
MeOH seco, a temperatura ambiente durante 16 horas se obtuvo III como un
s6lido amarillo con punto de fusi6n de 93-95°C y un rendimiento del 87%.

0]

Su espectro de IR (disolucién) muestra una banda en 3593 cmr! que corresponde al
grupo OH y en 2959 cm-! aparece una sefial que corresponde al grupo C=N.

Su espectro de RMN-H! (espectro 3) muestra una sefial simple con un
desplazamiento de 8.37 ppm que integra para 1 protén correspondiente al
hidrégeno de C-9, en el intervalo de 8.02 a 7.42 ppm aparecen cuatro sefiales que
integran cada una para 1 prot6n y que se asignan a los 4 hidrégenos arométicos (H-
5 a H-8), en 5.01 ppm aparece una sefial doble de doble (J = 6.24, 11 Hz) que
integra para | proton y que corresponde al hidrégeno del C-1, en 2.90 ppm aparece
una sefial simple que integra para 2 protones y que se asigan a los hidrégenos del
C-4, en 2.57 ppm aparece una sefial ancha que integra para 1 protén y que se
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intercambia con agua deuterada, por lo que se asigna al H del grupo OH, en 2.10
ppm aparece un doble de doble (J = 6.2, 12.8 Hz) que integra para 1 protén y se
asigna al hidrégeno del C-2 y en 1.65 ppm aparece un doble de doble (J = 10.3,
12.82 Hz) que integra para 1 protén que corresponde al hidrégeno del C-2, en 1.00
y en 1.12 ppm aparecen dos sefiales simples que integran cada una para 3 protones
que corresponden a los CHj del C-3.

Su espectro de masas presenta un i6n molecular a m/z 227 que es el pico base.

La siguiente etapa de la ruta sintética fué la de preparar el agente fosfitilante
(fosforamidito) V para lo cual se encontraron varios métodos descritos23:24.

Se utiliz6 el método de Hamamoto?3 que consiste en hacer reaccionar el PCl; con
la NHiPr, para obtener la clorofosfina IV como un liquido incoloro después de
destilar a presién reducida sobre fluoruro de cesio. Su espectro de RMN-H!
(espectro 4) muestra una sefial miitiple en 3.92 ppm que integra para 4-H
correspondientes a los CH vecinos a los metilos y sefial doble en 1.28 ppm (J = 4.4
Hz) que integra para 24-H correspondientes a los metilos del diisopropilo. En el
espectro de RMN-P3! (espectro 5) se observa una sefial simple en 5.04 ppm que
corrobora su estructura.

Sabiendo que la clorofosfina IV es una especie muy reactiva se hizo de inmediato
la reaccién con el 8- hidroxipropionitrilo para formar el fosforamidito V.
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Su estructura se comprobé por su espectro de RMN-H! (espectro 6) en el cual se
observa una sefial miltiple en 3.90 ppm que integra para 4 protones perteneciente a
los 4-CH; en 3.65 ppm aparece una sefial triple que integra para 2 protones del
CH, unido al oxigeno, en 2.69 ppm aparece una sefial triple (I = 4 Hz) que integra
para 2 protones del CH,-CN y una sefial doble en 1.20 ppm (J = 4.9 Hz) que
integra para 24 protones de los 8 CHj;.

Continuando con la ruta sintética se trat6 la timidina con el DMT:Cl en piridina y
después de 4 horas de reaccion a temperatura ambiente se obtuvo una goma
amarilla que se recristaliz6 de benceno caliente : hexano; se obtuvo VI como un
sélido amarillo con punto de fusién de 120-122°C en un 80% de rendimiento.

0 0
CH CH,
| NH | NH
- N/KO DMTC1 /1\0
O X —llp

Su espectro de IR (disolucién) muestra una banda en 3395 cm-! que corresponde al
grupo OH, en 3019 cm! aparece una banda de amina y en 1686 ¢m-! aparece una
banda que pertenece a los grupos C=0 de la timidina.

En su espectro de RMN-H! (espectro 7) aparece 8.75 ppm una sefial simple que
integra para 1-H que corresponde al grupo NH, en 7.66 ppm aparece una sefial
simple que integra para 1-H que corresponde al H-vinilico, entre 7.45 y 7.25 ppm
aparecen las sefiales correspondientes a los 13 protones aromiticos, en 6.42 ppm
aparece una sefial triple que integra para 1-H y que comresponde al H del C-1', en
4.57 ppm aparece una sefial multiple que integra para 1-H y corresponde al H del
C-3', en 4.06 ppm aparece una sefial miltiple que integra para 1-H y corresponde
al H del C-4', en 3.78 ppm aparece una sefial simple que integra para 6-H de los
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grupos OCH3, en 3.44 ppm aparece una sefial miltiple que integra para 2-H y que
corresponde a los 2-H del C-5', en 2.37 ppm aparece una sefial multiple que integra
para 2-H y que corresponde a los 2-H del C-2, en 1.48 ppm aparece una sefial
simple que integra para 3-H del CH, y finalmente en 1.75 ppm aparece una seiial
que se intercambia con D,0 y que integra para 1H corresponde al grupo OH en 3'.

Su estructura se corroboré por su espectro de masas el cual presenta su i6n
molecular a m/z 544 (8) y el pico base a m/z 303.

Teniendo ya el compuesto VI se sigui6 el método propuesto por Hamamoto para
llevar a cabo la fosfitilacién con V. '

Se utiliz6 1.5 eq. del agente fosfitilante y 1 eq. de tetrazol como activador y se dejé
reaccionar por 3 horas a temperatura ambiente obteniendo VII como un sélido
balnco.

Su estructura se dedujo por su espectro de RMN-H! (espectro 8) el cual muestra
las sefiales correspondientes al compuesto VI (excepto la sefial del OH en 37) pero
ademds las sefiales del grupo fosforamidito introducido en 3'-O, como una sefial
triple que aparece en 3.60 ppm que integra para 2-H que corresponden al CH,
vecino al oxigeno, en 3.35 ppm una sefial mdltiple que integra para 2-H, en 2.58
ppm aparece una sefial triple que corresponde al CH, vecino al CN y ademds una
sefial doble que aparece en 1.29 ppm que integra para 12-H. En este espectro
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también se observan las sefiales correspondientes a su diasteroisémero debido a
que en 7.64 ppm aparece una sefial simple que integra para un protén y que
corresponde a un hidrégeno vinflico, en 2.63 ppm aparece una seiial triple que
integra para 2 protones y que corresponde a los 2 hidrégenos del CH,-CN.

Para el acoplamiento entre los compuestos III y VII y teniendo en cuenta que la
reaccion de fosfitilacién es muy sensible a las condiciones de trabajo, éstas se
llevaron a cabo bajo una atmésfera completamente inerte. Sin embargo, ain
cuando se trabajé bajo las condiciones descritas no se obtuvo el producto esperado.
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Puesto que en estas reacciones se observaba por cromatografia en capa delgada el
consumo del tetrahidroacridinol de partida, se pensé que probablemente si estaba
ocurriendo la reaccion deseada, pero el compuesto inicial de acoplamiento (IX) era
inestable y por ello no se podia aislar. Por lo tanto se repitié el experimento de
acoplamiento entre VII y III con tetrazol como catalizador en acetonitrilo como
disolvente a temperatura ambiente y una vez que se habfa consumido III en su
totalidad (1hora), se intentd la oxidacién del supuesto producto de acoplamiento
asi formado (IX) con ~BuQOH acuoso con la finalidad de obtener X. Sin
embargo, se obtuvo una mezcla de 4 compuestos la cual resulté ser muy inestable
por lo que no se pudo aislar el producto final X, ni identificar los subproductos de
esta reaccion. :

Por lo tanto se decidid hacer otras pruebas de acoplamiento pero ahora inviertiendo
el orden de activaciébn en los compuestos por acoplar. Con este fin el
tetrahidroacridinol I se fosfitilé con V en presencia de tetrazol con objeto de
obtener VIII. Sin embargo, VIII no se formé.

Una vez que no se pudo obtener VIII, se preparé un nuevo agente fosfitilante,
siguiendo la metodologia de Hamamoto, pero en esta ocasién no se llevé a cabo la
sustitucién de dos de los cloros del tricloruro de fésforo por la diisopropilamina,
sino sélo uno de ellos ademss de introducir el grupo OMe en lugar del
OCH,CH,CN para obtener la clorofosfina IVa :
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Teniendo ya este reactivo se intent6 la fosfitilacién del tetrahidroacridinol Il y de
la timidina protegida VI utilizando los métodos descritos anteriormente, sin
obtener resultados satisfactorios. Teniendo en cuenta estos resultados se decidié
formar la sal del tetrahidroacridinol III y adicionarla a la timidina protegida y
fosfitilada VII en acetonitrilo. La sal de sodio en MeOH se dej6 reaccionar bajo
atmésfera inerte por 4 horas; al cabo de este tiempo se observé la formacién de un
compuesto poco polar el cual se purificé por cromatografia en columna pero que
no se identificé como el producto deseado.
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I CONCLUSIONES I

Como se ha mencionado anteriormente, la sintesis de fosfoésteres sc lleva a cabo
por reacciones de fosforilacion (6 fosfitilacién) en el cual un 3'-nucledtido se
convierte en una especie fosforilante activa por medio de un agente condensante.
Uno de los principales problemas es que los agentes condensantes no solamente
activan al nucleédtido, sino que también reaccionan con la base del nucledsido 6
con el producto, disminuyendo asi su rendinmzento.

Asf, existen diferentes métodos en los que se requiere de la activacion del fosfato
por un reactivo que facilite la ionizacién y que genere un buen grupo saliente y de
ellos el método del fosfito triester es el mds til debido a que se puede obtener una
desprotecci6n altamente selectiva generando asf el monoester 6 el diester deseado.

Las aproximaciones sintéticas que se siguieron en este trabajo se apoyaron en los
procedimientos reportados de la quimica de P (III) y del fosforamidito; ain asf no
se obtuvieron los resultados que se esperaban segiin los datos reportados.

Sin embargo, conociendo la relacién que existe entre la quimica del P (IIT) y del P
(V) se pueden proponer otras rutas sintéticas que nos conduzcan al producto final
X.
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| PARTE EXPERIMENTAL I

I METODOS GENERALES I

Las constantes fisicas de los compuestos sintetizados se determinaron en el
Departamento Analitico del Instituto de Qufmica de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

Los puntos de fusi6n se determinaron en un aparato Fischer-Johns, los cuales se
reportan en grados centigrados y no estdn corregidos.

Los espectros de infrarrojo (IR) se hicieron en un espectofotémetro Nicolet FT-8X
y/6 Perkin Elmer 283-B de doble haz usando poliestireno para la calibracién del
aparato; los espectros se determinaron como soluciones en cloroformo. Las
absorciones estdn reportadas en cml,

Los espectros de resonancia magnética proténica de 200 MHz se determinaron en
un espectrémetro Varian Gemini 200. El desplazamiento estd expresado en ppm
utilizando el pardmetro J; la referencia interna fué TMS y el disolvente utilizado
fué CDCl;. En el caso de los espectros de resonancia magnética nuclear de P31,
estos se determinaron en un espectrémetro Varian Uniti de 300 MHz.

Los espectros de masas (EM) de baja resolucién por impacto electrénico a 70 eV
se determinaron en un espectrémetro de masas JEOL JSM-SX 102 A de doble haz.
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El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa delgada usando
ALUMGRAM SIL G/UV,s, de MACHEREY-NAGEL DUREN. Como revelador
se uso luz ultravioleta y en algunos casos solucién de H,SO, al 20%.

{

La separacion y purificacién de los compuestos se llevé a cabo mediante placas
preparativas de vidrio de 20 x 20 c¢m, tipo DC-Fertigplatien SIL G-200 UV,s, de
MACHEREY-NAGEL. Para cromatograffa en columna se emple6 gel de silice 60
F-254 de Merck con tamafio de particula de 0.040 a 0.063 mm (230-400 mallas).
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2-(2"-nitrofenilmetilen)-5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona 1

En un matraz redondo de dos bocas provisto de refrigerante, embudo de adicién y
agitacién magnética se disolvié dimedona (2.5g, 2.23 x 102 mol, leq) y 2-
nitrobenzaldehfdo ( 5 g, 4.46 X 102 mol, 2 eq.) en 70 ml de etanol al 95%. A esta
soluci6n se le agreg6, gota a gota, por medio del embudo de adici6én 10 ml de una
solucién acuosa 0.25M de KOH. La mezcla de reaccién se dejé en reflujo por 8
horas; se elimin6 el etanol y la fase acuosa se neutralizé con H,80, al 10%. Se
extrajo con AcOEt (3 x 25ml), el extracto orgénico se lav6 con 20 ml de agua, se
separd, se secé sobre NaySO, anhidro; se filtr6 y se concentré a sequedad. El
residuo se purificé por cromatograffa en columna de gel de silice eluyendo con
hexano : AcOEt 80:20 obteniendo un sélido amarillo en un rendimiento del 45% y
con un punto de fusién de 178-180°C.,

IR (CHCly), em1: _
2962, 2930, 2872, 1595, 1527, 1373, 1361, 1250, 1166.

RMN-H! (CDCly) : ver espectro 1

em ; m/z (abundancia relativa %) : 273 (46, M+), 227 (20), 83 (100).
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3,3-dimetil 1-ox0-1,2,3,4-tetrahidroacridina 1

En un matraz redondo de 100 ml se disolvieron 0.4g, de I (1.46 x 10-3 mol) en 30
ml de etanol y 5 ml de CH,Cl,, s agregé fierro en polvo 0.96¢g (0.17 mol) y 4 ml
de 4cido acético. La mezcla se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente por
20 horas después de lo cual se verti6 sobre agua, se neutralizé con solucién
saturada de NaHCO; y se extrajo con CH,Cl, (2 x 30 ml). El extracto orgénico se
secd sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y se evapor6 a sequedad. El residuo obtenido
se purifico por cromatograffa en columna de gel de silice eluyendo con hexano :
AcOEt (80:20), Se obtuvieron 0.145g (44 %) de un s6lido amarillo con punto de
fusién de 110-1120C,

IR(CHCl,), cm!:
2961, 2872, 1689, 1619, 1593, 1568, 1494, 1465, 1269.

RMN-H! (CDCly) : ver espectro 2

em ; m/z (abundancia relativa %) 225 (85, M~), 169 (100).
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1-hidroxi-3,3- dimetil-1,2,3,4-tetrahidroacridina 111

En un matraz redondo perfectamente seco, equipado con agitador magnético y bajo
atmésfera de nitrégeno, se disolvieron 0.1g de IH (4.4 x 10~ mol) en 30 ml de
metanol seco y se enfri6 a 0°C. Se adicionaron 0.42g de NaBH, (25 eq.) y la
mezcla de reacci6n se dejé en agitacién, por una hora, a 0°C y después se calent6
lentamente hasta llegar a temperatura ambiente. Posteriormente s¢ mantuvo en
agitacién por 16 horas. A la mezcla de reaccién se le eliminé el disolvente con
vacio y al residuo se le agregé agua y se extrajo con CH,Cly (2 x 25 ml); la fase
orgénica se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtré y se evaporé a sequedad. El
s6lido amarillo resultante se purificé por cromatograffa en columna utilizando
como eluyente hexano : AcOEt (70 : 30). Se obtuvo 0.087g (87%) de un sélido
amarillo con punto de fusién de 93-95°C.

IR (CHCl3), cm-1:
3612, 3593, 2959, 2932, 2872, 1623, 1601, 1491, 1417, 1263.

RMN-H! (CDCly) : ver espectro 3

em ; m/z (abundancia relativa %) : 227 (100, M+), 226 (97).
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I bis-(diisopropilamino)-clorofosfina IV I

A un matraz de 3 bocas de 2 litros, completamente seco y provisto de agitacién
mecénica, embudo de adicién y bajo atmdsfera inerte, se le agregaron 300 ml de
éter etilico seco. Se enfrié a -40°C y se adicionaron 20 ml de PCly (0.225 mol) al
matraz de reaccién. Posteriormente se adiciondé lentamente por el embudo de
adicion, una solucién de 118 ml (0.9 mol) de NHiPr, en 20 ml de éter etilico seco
manteniendo la temperatura a -40°C. Después de retirar el baiio de enfriamiento la
reaccién se mantuvo en agitacion por 2 horas. La mezcla de reacci6n se filtr6 bajo
atmésfera inerte. se eliminé el éter con vacio y el residuo se destilé sobre CsF
entre 30°C-33°C a una presién de 0.1 mm de Hg . obteniendo un liquido incoloro.

RMN-H! (CDCl,) : ver espectro 4

RMN-P31 (CDCls) : ver espectro 5
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I diisopropilamino-metoxi-clorofosfina IVa I

A un matraz de 3 bocas de 2 litros, completamente seco y provisto de agitacién
mecdnica, embudo de adicién y bajo atmésfera inerte, se le agregaron 300 ml de
éter etilico seco. Se enfri6 a -40°C y se adicionaron 20 ml de PCl; (0.225 mol) al
matraz de reacciéon. Posteriormente se adicioné lentamente por el embudo de
adicién, una solucién de 59 ml (0.45 mol) de NHiPr; en 20 ml de éter etlico seco
manteniendo la temperatura a -40°C. Después de retirar el bafio de enfriamiento Ia
reaccién se mantuvo en agitacién por 1 hora y se adicionaron 18 ml de CH;0H
seco y se dej6é reaccionar por 1 hora. La mezcla de reaccion fué filtrada bajo
atmésfera inerte, se eliminé el éter con vacio y el residuo se destilé sobre CsF
entre 30°C-33°C a una presién de 0.1 mm de Hg , obteniendo un liquido incoloro.
Este compuesto es muy inestable y se us6 inmediatamente en la siguiente reaccion.
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bis-(diisopropilamino)-B-cianoetoxifosfina V

En un matraz bola completamente seco, bajo atmésfera inerte y con agitacién
magnética, se disolvieron 6.8g de IV (2.56 x 102 mol) en 30 ml de éter etilico
seco. El matraz se enfrié a 0°C y se adicionaron 1.3 mi de B-hidroxipropionitrilo
(leq.) y 3.6 ml de Et3N (leq.). El matraz de reaccién se llevé a temperatura
ambiente y se mantuvo con agitacién bajo atmésfera inerte por 17 horas.
Posteriormente se filtr6 bajo atmésfera inerte para eliminar la sal formada y el
filtrado se evapord al vacio.

RMN:-H! (CDCly) : ver espectro 6
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5'-O-dimetoxitritiltimidina VI

En un matraz redondo, completamente seco, provisto de agitacién magnética y
atmé6sfera de argén se disolvieron 0.5g de timidina (2.06 x 10-3mol) y 0.7g de
cloruro de dimetoxitritilo DMTrCl (leq.} en 10 ml de piridina seca. Se mantuvo
con agitacién por 4 horas, después se adicioné 1 ml de metanol seco y la mezcla de
reaccién se concentré hasta obtener una goma. Se agregdé entonces 70 ml de
CH,Cl, y 40 ml de agua; la fase orgédnica se lavé con agua (2 x 15 ml), se secod
sobre Na,SO, anhidro; s¢ filtré y se evaporé a sequedad. El sélido obtenido se
recristalizé de benceno caliente y hexano obteniendo 0.90g (80% de rendimiento)
de un polvo ligeramente amarillo con punto de fusién de 120-1220C.

IR (CHCl3) : cm!
3395, 3019, 2934, 2839, 1686, 1608, 1509, 1215, 764.

RMN-HYCDCly) : ver espectro 7

em , m/z (abundancia relativa %) : 544 (8, M+), 303 (100).
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N.N,-Diisopropilaminofosfito de 2-cianoetil-3'-O-(5'-O-dimetoxitritil)-timidinilo
VII

En un matraz redondo, completamente seco, provisto de agitacién magnética y
bajo atmésfera inerte, se disolvieron 0.25g de bis(diisopropilamino)-g-
cianoetoxifosfina V (1.5 eq.) y 0.30g del compuesto VI (leq.) en 5 ml de CH,Cl ,
seco. Después se adicionaron 0.040g de tetrazol (1 eq.), y se mantuvo en agitacion
bajo atmésfera inerte por 3 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con CH,Cl,; se
lavé con solucién saturada de NaHCO; (2 x 25 ml) y con agua (20 ml). La fase
orgdnica se secé sobre NaySO, anhidro, se filtré y se evaporé a sequedad. El
residuo orgdnico se purific6 por cromatograffa en columna utilizando como
eluyente AcOEt : CH,Cl, : Et3N (45 : 45 : 10), obteniéndose un sélido blanco.

IR (CHCly), el :
3446, 2979, 2932, 2907, 1607, 1517, 1252, 1186, 1033, 962.

RMN-HY(CDCls) : ver espectro 8



DMTIO N™ 7O
0

l CN
0—p—0"

Fosfito de 2-cianoetil,1-O-(3,3-dimetil-1,2,3,4-tetrahidro)acridinil, 3'-0-(5"-O-
dimetoxitritilJtimidinilo IX

En un matraz redondo completamente seco, se coevaporaron (.147g de tetrazol
(2.1 mmol) y 0.14g del tetrahidroacridinol III (0.6 mmol) con piridina anhidra (2 x
3 ml) primero y con acetonitrilo seco (2 x 3 ml) después. La mezcla se puso bajo
atmésfera inerte y se agregaron 6 ml de acetonitrilo seco, 0.5g (0.7 mmol) de
fosforamidito VIII y se dejé en agitacién por 1 hora a temperatura ambiente. El
producto de esta reaccién no se aislé sino que se utilizé6 como tal en la siguiente
reaccion.
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DM 0

Fosfato dcido de 1-O-(3,3-dimetil-1,2,3,4-tetrahidro)acridinil, 3'-O-(5'-O-
dimetoxitritil timidinilo X

Al matraz que supuestamente contiene IX se le agregaron 0.5 ml de agua y 2.5 ml
de +-BuOOH al 90%. La mezcla se dejé en agitacién por 1 hora y después se le
agregaron 60 ml de CH,Cl,; se lavé con solucién saturada de NaHCOQ; (2 x 25ml)
y con soluci6n saturada de NaCl (1 x 25ml). La fase orgénica se secé con NaySO,
anhidro, se filtré y se evapor6é a sequedad. El residuo se intent6 purificar por
cromatografia en columna eluyendo con hexano : AcOEt (50 : 50). La mezcla de.
reaccion mostraba 4 productos, los cuales no se pudieron aislar ya que se observé
descomposicién.
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