O OTel

UN Mg
POSGRADOT R

/~ ¥3# UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

Sintesis quimica de la 2-aliloxi-6-amino-9-(2’-desoxi-p-D-eritro-
pentofuranosil)purina, intermediario de una unidad de construccion
de oligonucledtidos.

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q. LETICIA MINOR VILLAR

- uimicas TUTOR: DR. E. GUILLERMO DELGADO LAMAS 2005

. AHL034




El presente trabajo fue realizado en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional
Autdbnoma de México, bajo la direccion del Dr. Guillermo Delgado Lamas, con
financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa, apoyo otorgado al
proyecto de investigacion intitulado “Sintesis y Reconocimiento Molecular de
Oligonucledtidos Modificados” con referencia 41223-Q.




AGRADECIMIENTOS

A la M. en C. Marfa Isabel Chavez Uribe,
Al M. en C. Blas Flores Pérez,
Al Dr. Rubén Alfredo Toscano,
Al Dr. Guillermo Delgado Lamas,
por la asesoria brindada en la realizacién de éste trabajo de investigacion.

A los técnicos académicos de los laboratorios de Infrarrojo, Resonancia Magnética
Nuclear, Espectrometrla de Masas y Difraccién de Rayos X.

Al Dr. Francisco Yuste Lopez,
Al Dr. Guilfermo Enrique Negrén Silva,
Al Dr. René Miranda Ruvé!caba,
Al Dr. Moisés Romero Orfega,
Al M. en C. Blas Flores Peérez,

por sus observaciones acertadas que permitieron enriquecer ésta tesis.

Al personal de la coordinacién del Posgrado en Ciencias Quimicas en especial a la
Q. F. B. Josefina Tenopala Garcla.

Al Q. F. B. Ulises Miranda Ordéiiez,
A la Q. F. B. Alejandra Ledn Cabrera,
A la Q. F. B. Blanca Reyes Garcia,
Al M. en C. Edgar Garcla Zepeda,
A la Dra. Beatriz Quiroz Garcia,
por su amistad y ayuda brindada durante el desarrolio del presente trabajo.

A la Universidad Nacional Auténoma de México.

“Tenemos que aprender por nosotros mismos y, después, ensefiar a los desesperados
que en realidad no importa que no esperemos nada de la vida, sino si la vida espera
algo de nosotros” (Viktor E. Frankl)




DEDICATORIA

A mis padres
Martina Villar Gutiérrez y Eleuterio Minor Botiz,

A mis hermanos

Ana, Elias, Maricela, Alberto, Alicia y Fernando,

A Ebodio Montano Lechuga.




*

INDICE
Pagina

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS........couiruucereereeeasiresreseeeseeesesseesesessssseessseessnees i
RESUMEN......cet ettt st eeaa s 1
INTRODUGCCION........oeutiieritereersresisceaet e et eeeseseesseesas st esesese e ee oo 2
ANTECEDENTES........coottiieteteectet ettt es e es e et ese et 6
OBUETIVO.......oci ettt e s e e ettt e 16
DISCUSION DE RESULTADOS...........oovuueeerocreseeeseeeseeeeeeeresseesessesoeees e oo 17
CONCLUSIONES...........cotteircerieenere sttt et eeee e 44
REACTIVOS Y EQUIPO.......ouieriteteeeeeeseteeeteestee e e ee e 45
PARTE EXPERIMENTAL......ottititiieececeieetetsseee et 47
BIBLIOGRAFIA........cotvuetiteeee et e est st 60
ANEXO...cco ettt st e et e e e e s et e e et e 66
Tabla 7. Longitudes de enlace (A) de la estructura 28a (Figura 4 I 66
Tabla 8. Angulos de enlace (°) de la estructura 28a (Figura 7)...cccccrvcnvinenn... 67
Espectro 1. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) de 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-o-D-
eritro-pentofurandsido de Metilo (12a).........c.oeeeeveereeee e, 68
Espectro 2. RMN °C (75 MHz, CDCls) d€ 128.... ..o 69
Espectro 3. COSY (300 MHz, CDCl3) de 12@.........ouoveeeeoeeoeeoeoooeoeo 70
Espectro 4. NOESY (300 MHz, CDCl3) de 128 .....oooeoeeoeeeeeeoeoeeoeooeeoe, 71
Espectro 5. EM (FAB") de 12@.........c...oooeeveremreemree oo 72
Espectro 6. IR (CHCI3) de 12a..........uvveeeeeceeeeeeeeeee e 73
Espectro 7. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) de 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-B-D-
eritro-pentofuranésido de metilo (12b)............. i e em e 74
Espectro 8. RMN "°C (75 MHz, CDCly) de 12b...ovvoooooooooooo 75
Espectro 9. COSY (300 MHz, CDCly) de 12b......c.oeevoeeooooooooo 76
Espectro 10. NOESY (300 MHz, CDClg) de 12B.....ou..oeoooooooo 77
Espectro 11. EM (FAB") de 12b..........coeoeeee oo 78
Espectro 12, IR (CHCI3) de 12b...........cooovuomeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoeeeoeeooooon 79



Espectro 13. EM (FAB™) de 2,6-dicloro-9-(2'-desoxi-3', 5'-di-O-p-toluil-B-D-
eritro-pentofuranosit)puring (28a@)............cccveeiieeiiieir e e
Espectro 14. IR (CHCI3) de 28a...........cccoieriireeiecrcrrnre e iveee e
Espectro 15. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) de 2-cloro-6-amino-9-(2'-desoxi-3',
9'-di-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofuranosil)puring (41)..........ccccveveeecviveencicnrennnenn,
ESpectro 16. EM (FAB”) € 41........cvcrvveuimrencirnssesiessessesse s ssessessssssesssssseseseens
Espectro 17. IR (KBr) de 41...........coviveiierinine ettt
Espectro 18. RMN 'H (300 MHz, DMS0-d;) de 2-cloro-6-amino-9-(2'-desoxi-
3'-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofuranosil)puring (42)........cccecvvereeveeeniieisnee e
Espectro 19. EM (FABY) de 42..........ccoeevireerieinisriceneiassesessesessssesseesseseeeseneeeon
Espectro 20. IR (KBr)de 42.............cooieviiviniminininineireesireessessnnes s ssssnsssesnssesesenas
Espectro 21. RMN H (200 MHz, DMSO-dg) de 2-cloro-6-amino-9-(2'-desoxi-
5’-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofuranosil)puring (43).........cccvverivereieenienseeneeeeenns
ESPectro 22. EM (FAB*) e 43.........ooovooeeeee oo, et reneeeen
Espectro 23. IR (KBr) de d3.............ooivenirri e sssne s ssres e
Espectro 24. RMN 'H (300 MHz, DMSQ-d;) de 2-cloro-6-amino-9-(2'-desoxi-
B-D-eritro-pentofuranosil)puring (35)........cooveieeeie e
Espectro 25. RMN "C (75 MHz, DMSO-0g) € 35.....eeververeereeeeeereeeere e,
ESPECtro 26. EM (FAB™) 8 35...........eeoeeieeeeeceeeieeeseseecesseeess s seesss cene e
Espectro 27. IR (KBF) de 38......cooieieeeeeeeeeee vttt es s veereesse s sste s es e eneenenee e
Espectro 28. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) de 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-desoxi-
B-D-eritro-pentofuranosSil)PUring (36)........ccoo it ere e eesseessnreaeessna
Espectro 29. RMN "°C (75 MHz, DMSO-dg) d@ 36..........oveoveeereeeeeeoeeeeeer,
ESpectro 30. EM (FAB") € 36......ccocerereerrerirnsieeetesiesse s sses st eeeses e
Espectro 31. IR (KBr) de 36.........ccoviiiiiiiiieiie ettt



AcCl
AcOH
AcOEt
AlilOH
BzCl
ccf
COSY
d

dd
ddd
dddd

DMSO-ds
DMTrCI
EtOH
FAB

min

mL

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Cloruro de acetilo

Acido acético

Acetato de etilo

Alcohol alilico

Cloruro de benzoilo

Cromatografia en capa fina

Correlacion espectroscopica homonuclear (RMN 'H)
Seiial doble (doblete)

Serial doble de doble

Serial doble de doble de doble

Serfial doble de doble de doble de doble
Desplazamiento quimico
2,6-diaminopurina

Dimetilsulféxido hexadeuterado
Cloruro de 4,4'-dimetoxitritito

Etanol

Bombardeo con atomos rapidos

Gramo

Hora

Hertz

Isoguanina

Espectrofotometria de absorcion en el infrarrojo
Constante de acoplamiento

Sefal miltiple

Acstonitrilo

Metanol

Miligramo

Megahertz

Minutos

Mililitro



mm
mmol
m/z
NOESY

ppm
Py

RMN 'H
RMN 3C

EM
THF

TMS
p-TolCl

Milimetro

Milimol

Relacién masa-carga

Espectroscopia de efecto nuclear de Overhauser
Partes por millén

Piridina

Punto de fusion

Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
Resonancia magnética nuclear de carbono
Sefial simple (singulete)

Espectrometria de masas

Sefial triple (triplete)

Tetrahidrofurano

Tetrametilsilano

Cloruro de p-toluilo



RESUMEN

Este trabajo de investigacion describe la sintesis quimica de la 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-
desoxi-B-D-entro-pentofuranosil)purina (36), que es un intermediario de una unidad de
construccion de oligonucleédtidos, a partir de ia 2-desoxi-D-ribosa (10), como se muestra

en el Esquema 1.

N
. o S P o L

10 36 | 47
Esquema 1

La sintesis comprende una secuencia de reacciones que involucra metandlisis,
protecciones, sustituciones nucleofilicas y amondlisis. Se empleé la 2-desoxi-D-ribosa
(10) como materia prima, la cual es accesible comercialmente. El tratamiento de 10 con
metanol en presencia de cloruro de hidrégeno permitié obtener el furanésido de metilo
11. La proteccion de los hidroxilos se ilevd a cabo con éloruro de p-toluilo en piridina. La
reaccion subsecuente con cloruro de acetilo y acido acético, generé el derivado 13. La
reaccion de glicosidacion de 13 se realizé con 2,6-dicloropurina en presencia de hidruro
de sodic, para dar el nucleésido 28a, el cual se sometié a una sustitucién selectiva del
cloro en C-6 por tratamiento con amoniaco, permitiendo obtener el aminodio! 35. Este
se tratd con sodio y alcohol alilico, para generar el éter alilico 36, intermediario que sera
empleado en la preparacién de 2’-desoxi-isoguanosina convenientemente protegida 47,
una unidad de construccion de oligonucleétidos.

La optimizacién de cada una de las reacciones, tanto en los procedimientos
experimentales, como en los rendimientos constituyen una aportacion significativa del

presente trabajo.



INTRODUCCION

En la actualidad se reconocen tres descubrimientos quimicos importantes que

constituyen el inicio de la adquisicién de evidencias sobre la quimica prebibtica. Estos

son: la formacion de aminoacidos proteinogénicos por ia accién de una descarga

eléctrica a través de mezclas anaerdbicas que contienen metano, amoniaco, hidrégeno,

y vapor de agua (experimento de Miller, realizado en 1953) [1]; la formacion de adenina

por calentamiento de una solucién acuosa de cianuro de amonio (experimento de Ord,
realizado en 1960) [2] y su variante fotoquimica (reaccién de Ferris-Orgel) [3] (Esquema
2), y finalmente —en retrospectiva- la reaccién de la formosa, que consiste en la

formacion de azUcares a partir de formaldehido, descubierta por Butlerow [4] y

estudiada por Emil Fischer en 1890 [3].

S. MILLER (1953)

J. ORO (1960)

E. FISCHER (1890}

CHy, NH3, Hy, H,0 HCN, NHj3, HoO CH20, H,0
Descarga o Ca(OH
eléctrica 100°C (OH),

MEZCLA COMPLEJA MEZCLA COMPLEJA MEZCLA COMPLEJA "FORMOSA"
Da aht s aisld: De ahl sa aisld: Da ahi ss aisld:
CH,0OH
COOH NHg
C—=0
: R_< N =2
<’ | N HO—C—H
NH> )
N N H=——C——0H
H—C——0H
R=H_ GLICINA oHaoH
= d.FALANINA
R=CH,COOH  d-ACIDO ASPARTICO ADENINA g.HAVULOSA
a-AMINOACIDOS ADENINA D-RIBOSA
GUANINA 2-D-DESOXIRIBOSA
CITOSINA
URACILOD
PROTEINAS ACIDOS NUCLEICOS
Esquema 2



Puede considerarse que los aminoacidos obtenidos en el experimento de Miller, la
adenina obtenida en el experimento de Ord, asi como las hexosas y pentosas (incluida
la ribosa) [6,7] tienen una estructura molecular elemental. Esta afirmacion esta basada
en el criterio que una estructura molecular puede tener la capacidad de auto-
ensamblaje bajo ciertas condiciones experimentales. Los materiales iniciales para auto-
ensamblaje son considerados como los compuestos organicos mas simples cuya
existencia bajo condiciones naturales y (potencialmente) prebidticas ha sido
demostrada'por numerosos experimentos. La capacidad de almacenaje de energla de
estas moleculas se refleja en la presencia de los enlaces triples de su férmula quimica,
lo cual favorece que la molécula sea una entidad con caracteristica electrofilica. Es
notable que a partir de substancias pequefias puedan generarse fragmentos de
biomoléculas. El Esquema 3 ilustra la oligomerizacién de cinco moléculas de HCN a
adenina, que es mas estable; la conversién exotérmica de cianoacetileno por HCN y
NH; en el a-aminosuccinonitrilo, el cual se hidroliza al 4cido aspartico. La hidrolisis de
cianogeno puede llevar al isocianato y este (como lo descubrié Wéhler) [8] a urea; la
amonglisis del cianégeno proporciona la cianamida. Cabe mencionar que el HCN vy el
cianégeno, no solamente son los actores eminentes en procesos quimicos
prebiologicos, sino que, como lo ha descrito Eschenmoser [9], se consideran la materia
de los primeros pasos en la historia de la sintesis organica.

ENERGIA ENERGIA ENERGIA
J i
HCN
5 HC=N HC=C—C=2=N + 4&?8 N=C—C==N + NH,
1 2 5
NH, H%—CH;—CN +  4HO
HN-—C==N  + HCN
Ny o, 3 &
<1 ) °
N P
N (|300H
HC——CH;—COOH +  2NH,
ADENINA |
NHa 4
Esquema 3



Practicamente todas las bases de los acidos nucleicos (con excepcion de la timina)
pueden considerarse que poseen estructuras elementales desde un punto de vista
quimico. El Esquema 4 ilustra un resumen de la quimica de formacion de estos
compuestos [2,3,10]. Es importante reconocer que, considerando los resultados
experimentales referentes a la reactividad intrinseca de las materias primas y de los
intermediarios, existen varias rutas para la formacién de las bases, las cuales se

interconectan entre si [9].

o]
HC=—N N=—/C—C=N HC=—C———C=—=N N
NH
1 5 2 </ | )\
L
ﬁ N NH;

2 HCN ZNHy
GUANINA
CN

NH Hz“‘< —_—_— HN%‘ NHz
CN N R N
* |
i N /R
HCN h Ej 0

H,N CN N CN NH, ISOGUANINA
4 HN
I ¢ B ik
HzN CN H NHp )\
N/ N

\ HaN NH; |
NH, | NH, 0;\
/" :

y l in CIT:SINA
‘ NHz Hz; \ NH, §
N S N \N | HN
A ﬁfx |
H H

H
ADENINA 2,6-DIAMINOPURINA URACILO

Esquema 4

El reconocimiento de cadenas de 4cidos nucleicos para la formacion de hélices dobles
o triples depende de los grupos funcionales de la nucleobase [11], del tipo y posicién de
los sustituyentes {12] y de la posicién de las bases sobre un esqueleto particular de
azucar-fosfato [13)]. Los tres elementos estructurales pueden ser alterados, generando
estructuras novedosas de &cidos nucleicos modificados, que eventualmente pueden
tener un patrén de reconocimiento molecular diferente.



Como se menciond anteriormente, la isoguanina (1), la 2,6-diaminopurina (D), y otras
bases, tienen una estructura elemental, y pueden considerarse como posibilidades de
ser incorporadas en los acidos nucleicos [9,14]. Coma apoyo a esta observacion, se ha
informado que, el 5'-trifosfato de la 2'-desoxi-isoguanosina (7) ha sido incorporado
enzimaticamente en fragmentos de ARN y ADN [15). Por otro lado, se ha publicado que
los oligodesoxiribonucleétidos, d{IT)s, forman una hélice doble [16].

. <,g

OH

En consecuencia, en el contexto de la sintesis de &cidos nucleicos que permita
incorporar al monémero 7 y ofrezca altemativas estructurales interesantes, se requiere
preparar la 3'-fosforamidita desoxi-isoguanosina (47) a partir del precursor 36, que es

precisamente el intermediario cuya sintesis se describe en esta tesis.

NH; NHBz

/N \N /N
o (L (AL

OH

36 ‘ 47



ANTECEDENTES

Los acidos nucleicos son polimeros de nucledtidos, unidos por enlaces fosfodiester
entre el grupo hidroxilo en 5’ de una pentosa y el grupo hidroxilo en 3’ de la siguiente.
Existen dos tipos de acidos nucleicos: ARN y ADN. Los nuclectidos del ARN contienen
ribosa y sus bases de pirimidina son normalmente uracilo y citosina (Esquema 6). En el
ADN, los nucledtidos contienen 2'-desoxiribosa y las bases pirimidicas son
normalmente timina y citosina (Esquema 6). Las purinas primarias son adenina y
guanina tanto en el ARN como en el ADN [17].

Un nucledtido esta formado por tres componentes caracteristicos: (a) una base
nitrogenada (purina o pirimidina), (b) un azucar pentosa, y (¢) uno 0 mas grupos fosfato
(Esquema 5). Los atomos de carbono y de nitrégeno de las estructuras de las bases y
las pentosas de los nuclettidos se numeran de modo convencional, con la salvedad de
que en las pentosas, los nimeros correspondientes a los carbonos se les afade un

signo prima () con el fin de distinguirlos de los atomos numerados de las bases

nitrogenadas [17].

|
~“0—P—0

I 4 6, 7

O aNT N5 1INF N
g s
2 6 2
\N \N 4 "Ng

1 3 H
B = Base purinica o pirimidinica PIRIMIDINA PURINA
NUCLESTIDO 8 9
Esquema 5

Las bases poseen una serie de propiedades quimicas que influyen sobre la estructura y
en altimo término sobre la funcion de los acidos nucleicos. Los grupos funcionales mas
importantes de las purinas y pirimidinas son los grupos carbonilo y los atomos de
nitrégeno del anillo y los grupos amino exociclicos. Los enlaces de hidrégeno entre
bases permiten la asociacién complementaria de dos o tres cadenas de acido nucleico.

Los patrones de formacion de enlaces de hidrégeno mas importantes son los definidos

6



por Watson y Crick en 1953, segtn los cuales A se enlaza especificamente con T (o U)
y G se enlaza con C. Estos dos tipos de pares de bases predominan en el ADN vy el
ARN de doble cadena, y los tautdmeros que se muestran en el Esquema 6 son los
responsables de estos reconocimientos. El reconocimiento especifico de las bases
permite la duplicacién de la informacion genética por la sintesis de cadenas de acidos

nucleicos complementarias a las ya existentes [17].

NH4 G
N = I N\> HN | N\>
I\ N /‘\ N
N th HoN N H
Adenina (A) Guanina (G)
0 NH; 0
CH
HN | ? N)jl HN |
o)\w 0)\N o)\w
H H H
Timina (T) Citosina (C) Uracilo (U}
Esquema 6

SINTESIS QUIMICA DE ADN

Uno de los avances notables en el estudio de las biomoléculas fue la sintesis guimica
de oligonucledtidos, desarroliada por Khorana en los afios 70’s. El refinamiento y la
automatizacion de estos métodos ha hecho posible la sintesis de fragmentos de ADN
[17]. Asi, en 1881, se desarrollaron metodologias de sintesis de polinucledtidos que
podrian ser usadas para la preparacion de desoxioligonucledtidos [18,19]. Estos
procedimientos, los cuales estan basados en parte en el trabajo de Letsinger [20], son
actualmente conocidos como el método de la fosforamidita (Esquema 7). Este método,
el cual es ampliamente usado, ha sido exitoso porque es adaptable a instrumentos de
sintesis automatizada [21] y produce rendimientos altos de polinucledtidos. Estos logros
son debido principalmente a la estabilidad de los desoxinucletsidos de fosforamidita, a



los rendimientos altos en cada adicion del nuclestido (>99 % por ciclo), y a los tiempos
de reaccion cortos (<1 min).

Se han explorado ofras rutas de sintesis de oligonucledtidos [22-25], sin embargo,
considerando los rendimientos totales, la velocidad de la sintesis, y la pureza del
producto, la metodologia de la fosforamidita resulta mas conveniente [26].

La sintesis automatizada de ADN se describe en el Esquema 7 [17]. El oligonucledtido
deseado se construye sobre un soporte sélido (silice) nucledtido a nucleétido mediante
la repeticion de una serie de reacciones quimicas con precursores de nucledtidos
protegidos adecuadamente. (I} El primer nucleétido convenientemente protegido se une
a un soporte de silice por el hidroxilo en 3’ (a través de un grupo de union, R). (Il) Se
elimina el grupo protector DMTr mediante el tratamiento con acido. (1) Se activa el
siguiente nucledtido y se le hace reaccionar con el nuclettido unido para dar lugar a un
enlace 5-3', que se oxida (IV) con yodo para generar un enlace fosfotriester. Las
reacciones (II) a (IV) se repiten hasta que se han adicionado todos los nucleétidos. En
cada paso se elimina el excesc de nucledtido con anterioridad a la adicién siguiente. En
(V) y (VI) se eliminan los grupos protectores de las bases y de los fosfatos, y en {(VII) se

separan los oligonucleotidos de su soporte sélido y se purifican.



........................................

Esquema 7



La 1-cloro-2-desoxi-3',5'-di-O-p-toluil-a-D-eritro-pentofuranosa  (13) es uno de los
precursores mas ampliamente usados para la sintesis de una variedad de
desoxiribonucledsidos [27-29]. El procedimiento estandar [27] para preparar 13 fue
descrito por Hoffer en 1960. La 2-desoxi-D-ribosa (10) fue convertida a la mezcla de
furanosidos de metilo, 11, la cual fue acilada directamente a la mezcla cruda del bis(4-
metilbenzoato) 12. E! a-cloruro 13 se obtuvo mediante la reaccion con cloruro de
hidrogeno anhidro de una disolucion de 12 en &cido acético. El rendimiento total a partir
de la 2-desoxi-D-ribosa (10) fue de 70 % (Esquema 8).

Esquema 8

Asi, en el curso de la preparacién de un derivado de la S-etiluridina, Vorbriiggen [30]
publico que el tratamiento con el cloruro de hidrégeno de la 2-desoxi-D-ribosa (10) en
metanol seguido por acilacién, proporciona una mezcla de composicion variable de los
furanésidos y piranésidos de metilo en sus respectivos derivados epiméricos en C-1 (12
y 14).

B HO N TolO
o 1) MgOH / HC) o 0
HO O DH m OCH; + TolO
OH OCH;
OH H Tol OTe!
L 10 - 12 14
Esquema9

Esta mezcla de productos pudo ser separada por cromatografia en columna y las
fracciones identificadas por RMN; con estos resultados Vorbriiggen reafirmé [ver nota

de 31] que un tiempo de reaccion corto y una temperatura baja durante la preparacion

10



del 2-desoxiribGsido de metilo, favorece la formacion del furanésido mediante control
cinético de la reaccion, mientras que tiempos més largos de reaccion o la presencia de
acido, conducen gradualmente al incremento de la proporcion de los piranosidos 14 que
se forman finalmente por control termodinamico.

Vorbriiggen tratd la mezcla disponible 12 y 14 con cloruro de hidroégeno en acido
acetico anhidro produciendo 35 % de 1-a-cloro-2-desoxi-3,5-di-O-p-toluilribofuranosa

(13), la cual es una substancia labil (Esquema 10).

TolD

OCH; ]
TolO
Tol
12 | AcOH/HO ©
Cl
Tol
Tol0 > 13
OCH;
QTot
14
Esquema 10

En 1997, Rolland [32] inform6 un método de preparacion conveniente para el cloruro de
desoxiribosilo 13, el cual hace uso de cloruro de acetilo para generar cloruro de
hidrégeno in situ.

En esta preparacidn se usaron las mismas reacciones descritas por Hoffer, mientras
que el protocolo experimental fue simplificado. En la primera etapa de la transformacion
(10 a 11), utilizdé cloruro de hidrégeno metandlico preparado por adicién de cloruro de
hidrégeno a metanol, conforme a Fieser [33]. La mezcla resultante de los furanésidos
de metilo anoméricos 11 fue acilada, por tratamiento con cloruro de p-toluilo en piridina
para dar un mezcla epimérica de 12. Para convertir esta mezcla de 12 en el o-
cloroaztcar 13, se encontré conveniente usar una disolucién de cloruro de hidrogeno en
acido acetico, preparado conforme al protocolo experimental como se usé en el primer

paso. Asi, la mezcla cruda de furantsidos de metilo 12 fue tratada con disolucién
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saturada de cloruro de hidrogeno en acido acético. La precipitacion de un producto
cristalino procedié rapidamente para dar el compuesto 13 en un rendimiento total del
58 %, calculado a partir de la 2-desoxi-D-ribosa (10) (Esquema 11).

TolO TolO
R4

OCH, AcOH / HCI

Rz

Tol OTol
12 13Rr,=H,R;=Cl
Esquema 11 15R,=Cl.Ry=H

El cloroazicar 13 es estable en el estado solido y se transforma a otros compuestos en
disolucién [34]. Esta transformacion de analogos bis(p-clorobenzoatos) ha sido descrita
por Kotick y Fox [35,36], la cual genera el derivado de furfurilmetil éster 16 (R = p-

clorobenzoilo).

0

16

Rolland observo esta tranformacién de 13 en disolucion de CDCl;. Primerc observo el
espectro de RMN 'H caracteristico del anisomero o y una serie de sefiales pequefias,
las cuales fueron asignadas al isémero B-cloro 15. La proporcién de este isomero p fue
inicialmente del 5 % (15 min después de la preparacion de la disolucion) e incrementd
al 15 % en 1 h; mientras que esta proporcion permanecidé constante, otra serie de
sefiales que corresponden al derivado de furfurilo 16 (R = toluilo) aparecié después de 4
h (alrededor del 10 %) e increment6 hasta llegar a predominar después de 48 h. Este
proceso de epimerizacion y eliminacién es més lento en la presencia de TMSCI. Asi, en
una disolucion de 13 en CDCI3 conteniendo un equivalente de TMSCI, el isdbmero 3 15
no es detectable inicialmente formandose el 5 % después de 1 h. El cloruro 13
permanece como el compuesto mayoritario (>70 %) después de 24 h. Similarmente, en
disolucion de CgDs Y en presencia de 1 equivalente de TMSCI, el equilibrio andmerico

se alcanzd en 24 h (o/B = 9/1) vy la cantidad de transformacion al derivado de furfurilo 16
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(R = toluilo) se estim6 alrededor del 5 % después de 48 h. De este modo, usando la
disolucion de CgDs-TMSCI de 13, Rolland examind la configuracion del carbono
anomeérico; por irradiacién en H-3, observd efecto nuclear de Overhauser en la senal H-

1. Esta observacion es la primera evidencia estructural directa de la configuracion o en

TolQ /-\\
H

H/O

el compuesto 13 (Figura 1).

OTol

Figura 1

La orientacion del atomo de cloro en 13 se asignd como o de acuerdo a los datos de
rotacion optica [34], y a la configuracion del carbono anomérico de los productos de las
reacciones de glicosidacion [29,34-36].

Por otro lado la sintesis de los 2'-desoxiribonucledsidos de purina involucra la
glicosidacion directa del heterociclo con un derivado activado de 2-desoxiribosa [30,37-
46]. Debido a las condiciones severas de reaccién, las glicosidaciones con bases de
purina carecen de regio y estereoselectividad. Los regioisomeros N-9, N-7, N-1 y N-3

son producidos con purinas sustituidas (Esquema 12) [30,42].

o LT

OR g N Br

<’ A

o 0AG Br dAc  Ohe
R - 18a
R = SLMeg
oac OAc
AcO
OAc
Esquema 12 8b
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Posteriormente se logrd mejorar la estereo y regioselectividad de la sintesis de los 2-
desoxiribonucletsidos, mediante la reaccion de la sal de sodio de la base con un
derivado reactivo como el a-cloroazicar, en un disolvente aprotico {29].

El éxito del método de la “sal de sodio” se debe, en parte, al hecho de que el derivado
1-cloro-2-desoxi-3,5-di(p-toluil)-a-D-eritro-pentofuranosa (13), puede prepararse Como
un sdlido cristalino con configuracidon o [27,34]. La reaccion presumiblemente procede
mediante una reaccion Sy2 del anion de la base sobre el a~cloroazucar, resuitando en
la formacion exclusiva del nucledsido f. Esta reaccion con purinas substituidas
convenientemente o bases biciclicas relacionadas producen rendimientos altos (>50 %)

de los regioisomeros N-8 (Tabla 1) [29].

Tabla 1. Condensacién de la sal de sodio de derivados de purina con 13.

Heterocicla inicial Producto (Rendimiento %) Heterociclo inicial Producto (Rendimiento %)

Ci cl cl cl

= = o =

™ e [ 2

X N N X N N\ N N N N\

19, x=Ci 20, x=ci@e0) R 31 322 R

21, x=H 22 X=H(7)

23, X=SCHs 24, X = SCH;(66) o o
c cl

T ah
- N r3 N R RN
h ] \> N I \> Cl N cl N\
N
. N o e N 33 34y R

25 26 (66) R
cl Cl TolO

F N Z N 0

)N\ l \> )N\ | \> N
=™ e
X N N X N N\
27.x=ql 28a, x = ¢l (5of* OTol
29.X=H 30, x=H(E9
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Las reacciones del a-cloroazicar en acetonitrilo con la 6-cloro- y 2,6-dicloropurina [29],
2-amino-6-cloropurina [39,47] y 2,6-bis(metiltio)-purina [43] fueron reportadas para dar
los nucledsidos 9-p como los productos mayoritarios en rendimientos del 50-60 %. El
segundo producto en todos los casos, fue el isomero 7-p aislado en rendimientos del
10-15 %.

En un estudio sistematico realizado por Hildebrand y Wright [44], de la distribucion de
isdémeros de 2-desoxiribonucledsidos a partir de la glicosidacién de la sal de sodio de
purinas substituidas, se aislaron e identificaron todos los productos de glicosidacion.
Ademas de los productos mayoritarios, los isomeros 9-o y 7-a fueron obtenidos en
rendimientos bajos en la mayoria de los casos. Para el caso particular de la
glicosidacién de 13 con la sal de sodio de la purina, se aislaron los isomeros 28a, 28b y
28c en rendimientos del 50, 15 y 1.5 % respectivamente, en tanto que 28d no se
detectd [44].

cl

a

&
7 S N N\
TolO </N s Tolo </ ’ /IL TolO </ I \l/
N/AC, N o N

r\I9 N N
/
© H o o
NaH / CH,CN cl
Cl

OTal OTdl CTol
13 28a (9-p) + 28b (7-p)
EN
N1
TalO 4
: -
) /® ) )
—_— - Cl
NaH / CH,CN
N e N Sy
QTol QTal <\ | OTal </ |
N N N N/
15 28¢ (9-a1) 28d (7-o) cl
Cl
Esquema 13
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OBJETIVO

Se pretende preparar eficientemente la 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-desoxi-B-D-eritro-
pentofuranosil)-purina (36), el cual es un intermediario de una unidad de construccion

de oligonucleétidos, a partir de materias primas y reactivos accesibles.

NH,
N =
HO
N N/ o
0

)y

CH 36
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DISCUSION DE RESULTADOS

La sintesis quimica de la 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-desoxi-p-D-eritro-pentofuranosil)purina
(36) implico la ejecucién de una serie de transformaciones (Esquema 14), las cuales se

optimizaron hasta lograr rendimientos adecuados.

HO HO
[s) O O
a
HO —_— OH —— OCH,
OH
OH OH OH
- 10 - 11
cl b
N S
N
]
TolO F TolO TolO
N N Cl
) d o c o
——— - OCH;
cl
oTol OTol OTol
28a 13 12

HO

OH
35

Esquema 14. a) HCI/ MeOH ; b) TolCl / Py ; ¢) HC! / AcOH ; d) 2,6-dicloropurina, NaH,
MeCN; e) NH3 / MeOH ; f) Na® / AlilOH.
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El trabajo inicié con la preparacion de! 2-desoxi-D-ribofuranésido de metilo (11), a partir
del hemiacetal de la 2-desoxi-D-ribosa (2-desoxi-D-eritro-pentosa, 10). La metodologia
se basd en tratar el hemiacetal del azlicar con metancl en presencia de acido, para
generar el acetal monometilado. De esta manera, se hizo reaccionar la 2-desoxi-D-
eritro-pentosa (10) en metanol con cloruro de hidrégeno al 1 % bajo atmoésfera de
nitrogeno a temperatura ambiente. El cloruro de hidrégeno se prepar6 in situ por la
adicién de acido sulfurico al cloruro de sodio. El rendimiento de los glicdsidos fue
cuantitativo, formandose la mezcla de epimeros 11; sin embargo, el procedimiento

presenta dificultades para la preparacion del cloruro de hidrogeno (Esquema 15).

HO HO

O
Ho . on | HB0a/NaCl OCH3
-~ MeOH
OH
OH

On OH
L 10 - 11

Esquema 15

La mezcla 11 se traté con cloruro de p-toluilo y piridina durante 16 h para dar 12. La
siguiente transformacién se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento informado por
Rolland [32]. Asi, la mezcla cruda de la reaccién anterior se traté con una disolucién
saturada de cloruro de hidrégeno en acido acético, la cual fue preparada a partir del
burbujeo de cloruro de hidrégeno anhidro en acido acético (Esquema 16). Nuevamente,
el cloruro de hidrogeno fue preparado por adicion de acido sulfarico al cloruro de sodio.
Después de una hora de reaccion no se observé precipitacion alguna; sin embargo, se
observo que la mezcla de reaccion se tornd de una disolucion transparente a una

disolucidon café oscura.
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OCH, TolCl/ Py OCH, > A4

OH QTol OTol
11 12 13

Esquema 16

En otro experimento, la mezcla cruda de reaccion de los furanosidos de metilo 12 se
tratd con solucién saturada de cloruro de hidrégeno en acido acético, preparada a partir
de la adicion de cloruro de acetilo a una solucién de acido acético y agua, de acuerdo al
protocolo experimental usado por Rolland [32]). Nuevamente la precipitacion del
producto cristalino no ocurrié aun cuando la reaccion se realizé bajo condiciones no

acuosas (Esquema 17).

AGCl/ Ha01ACOH
TolO ' " TolO

O
OCH, %
AcCl/ AcOH

OTol - OTol
12 13

Esquema 17

Por esta razon, la mezcla de epimeros 12 se purificd por cromatografia en columna,
utilizando como sistema de elucion una mezcla de hexano-acetato de etilo (4:1). Por ccf
se observé la presencia de dos productos, los cuales fueron separados por
cromatografia preparativa con gradiente de hexano-acetato de etilo de polaridad
creciente, De acuerdo a las caracteristicas espectroscopicas de RMN (Tabla 2,
Espectros 1-3 y 7-9) se elucidaron las estructuras de 12a (epimero «, rendimiento del
55 %) v 12b (epimeroc B, rendimiento del 35 %). Asimismo se separd un tercer producto

que correspondio al acido p-toluico (37, rendimiento del 9.3 %).
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COCH
TolO TolO

OCH3
o} 0
OCH;
OTol OTol
12a 12b 37

Los compuestos 12a y 12b exhiben practicamente los mismos datos de IR (Espectros 6
y 12) y espectrometria de masas (Espectros 5 y 11) correspondientes a la formula
CaoH2406. La comparacion de los desplazamientos quimicos entre 12a y 12b (Tabla 2)
junto con los datos de espectrometria de masas confirman la relacion epimérica entre

los dos furanfsidos de metilo.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y RMN 'C de las furanosas en 12a y

12b.
Epimero a (12a) ' Epimero B (12b)
HyC OH 8¢ OH dc

1 5.18 dd 105.01 5.22dd 105.63
2q, 2.19 ddd 39.23 2.34 ddd 39.32
2B 2.54 ddd  2.56ddd

3 5.41 ddd 74.60 5.59 ddd 75.43
4 4.52 dd 80.90 4.52 dd 81.82
5a 453 dd 64.29 4.48 dd 65.15
5b 4.63 dd 4.55 dd

OCHj3 342 s 55.00 3.36s 55.19
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Los datos de RMN 'H de los epimeros muestran diferencias en:

a) Las constantes de acoplamiento entre H-1 y H-2; para el epimero 12a son Ji2,= 1.0
Hz y J1.28 = 5.2 Hz, mientras que para el epimero 12b son Ji2,= 5.2 Hz y Jy2p = 2.1
Hz {Figura2).

/~—5.199
5.146
———5.181
5.17¢8
5. 41

5.11‘

—_".*—/—__4—5-235
ﬁs.:u

J

5.2 Prm™m . 5. 2 ppm

Figura 2. Sefales de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de H-1 en 12a y 12b,

respectivamente.

b) En el experimento NOESY de 12a (Espectro 4) se observa la interaccion débil del
hidrégeno H-1 con H-2a mientras que la interaccion con H-2j3 es fuerte, Otra interaccion
notable es de H-3 con H-2B (Figura 3), en tanto en el experimento NOESY del
compuesto 12b (Espectro 10) exhibe la interaccion fuerte del hidrogeno H-1 con H-2¢
mientras que la interaccién con H-2f es débil en contraste con el epimero 12a. Otra

interaccién significativa es de H-1 con H-4 (Figura 4).
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H4C
H
b 12a

Figura 3. Interacciones NOESY relevantes de 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-a-D-eritro-

pentofurandsido de metilo (12a).
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Figura 4. Interacciones NOESY relevantes de 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-B-D-eritro-

pentofuranosido de metilo (12b).
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En el espectro de RMN 'H de la mezcla de epimeros 12 (Figura 5), se considero |a
integracién de la sefial de los metoxilos en 8 3.42 (isémero o) y & 3.36 (isdbmero B},
determinandose al epimero 12a como el producto mayoritario, mientras que el epimero
12b corresponde al producto minoritario presente en la mezcla 12, en una relacién 3:2,

respectivamente.

—— 3428
—— 3360

CH;0
isémero o (12a)
CH30
isémero B{12b)
3
Y

&

17.41

3
!

[ e )
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Figura 5. Espectro de RMN "H {300 MHz, CDCls) de la mezcla de epimeros 12.
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En otro ensayo mas para preparar 13, la mezcla cruda de epimeros obtenida
anteriormente se lavé exhaustivamente con disolucion saturada de bicarbonato de
sodio para eliminar el acido p-toluico, se purificd cromatograficamente utilizando como
eluyente un sistema de elucion hexano-acetato de etilo, se concentraron las fracciones
y después de eliminar el disolvente, se obtuvo una mezcla blanca semisdlida, la cual
esta constituida por la mezcla de epimeros a y B (12ay 12b).

Asi, un lote mayor de la mezcla semisodlida 12 se tratd con una disolucion saturada de
cloruro de hidrogeno en acido acético conforme al procedimiento empleado por Rolland
[32], después de aproximadamente 5 min de reaccién, precipitd una masa cristalina de
color blanco, la cual se filtré y se lavd con éter, obteniéndose 62 % de rendimiento de
13 (Esquema 18).

De acuerdo con este resultado, se realizé un nuevo ensayo. La mezcla de furanosidos
de metilo epiméricos 12 se disolvié en acido acético y se hizo burbujear cloruro de
hidrégeno anhidro preparado in situ a partir de acido sulfdrico y cloruro de sodio,
durante aproximadamente 5 min, observando al instante una masa cristalina de color
blanco. Se filtr6 y lavé con éter anhidro, obteniéndose 13 como cristales en un 50 % de
rendimiento (Esquema 18). A pesar de ser un rendimiento aceptable, el procedimiento

es delicado y presento dificultades técnicas (ver la parte experimental).

HQSO4 / NaCl
TolO AcOH - Tol0
0 O
OCH3
Ci
AGCI/HO/ACOH
OTol AcOH - OTol
12 13

Esquema 18

Cabe mencionar que, efectivamente, el intermediario 13 es estable en estadc sélido
bajo atmésfera de nitrégeno, mientras que en solucion de cloroformo, éter y acido
acético se observa por ccf la transformacion a seis derivados, de los cuales tres al

menos podrian ser los compuestos 37, 38 y 39, tal y como lo observé Kotick [35].
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37 38 OTol 39

Conocidas las condiciones de obtencion para 13, se continudé con la preparacion del
intermediario 28a. La glicosidacion de 13 con 2,6-dicloropurina, se realizé mediante |a
formacion de la sal de sodio de esta purina [29,37]; asi, la reaccién se efectué por
adicion de 1 equivalente de 1-cloro-2-desoxi-3,5-di(p-toluil)-a-D-eritro-pentofuranosa
recientemente cristalizada a una suspension del anién de la purina bajo condiciones
anhidras. Después de 2 h de agitacion a 50 °C, se observd por ccf el consumo de la
materia prima, 13. Durante la purificacion se observé la precipitacién de cristales que
corresponden a los isdmeros N-9 (28a) y N-7 (28b). Por recristalizacion de etanol-
cloroformo se obtiene el isbmero N-9 (28a) en forma pura.

En la purificacion de los isémeros, solo fue posible aislar en forma pura el isémero 28a,
ya que el isbmero 28b esta en menor cantidad, en una relacién 10:1, respectivamente.
Por ccf se observan trazas de un producto adicional a 28a y 28b con un Ry menor al

isomero 28a, el cual se presumiblemente podria ser el isémero N-9¢.

o]
N
7
< /l\ TolO N
N N P
o o] o}
T NaH/CHCN
CTol

OTol
28a (9-B) 28b (7-p)

C

TolO

Esquema 19

El espectro de masas para el nucledsido 28a (Espectro 13) muestra un pico en m/z 540
(1) que corresponde al ion molecular M, un [M+2]* en m/z 542 (4) y un [M+4]" en m/z
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544 (3) debidos a las contribuciones isotopicas, en este caso, de dos atomos de cloro,
By ¥l

El espectro de RMN 'H de la mezcla de N-9p (28a) y N-7p (28b) (Figura 6), exhibe un
desplazamiento quimico notablemente diferente para el hidrégeno anomerico y el
hidrégeno de C-8. Para 28a se observa en § 6.55 una sefial triple atribuida a H-1"y en &
8.29 una sefial simple asignada a H-8, mientras que para 2Bb se observan a campo

bajo con respecto al isomero N-9, en 6 6.83 y en & 8.69, respectivamente.

TolO H#8.29 TolO H8.69
N cl =N

\

@]
- —-— 24811
T 24062

H HE.55 H " 683c
ct
28a 28h
H-8 (N-9)
D]
!
|
1o63
it : :
NI | ’gﬁ
. [ g H-1 (N-9) |
g § ‘
i Ve B,
H-8 (N-7) H-1
N Ls )
s 20 70 P 59 4 20 24 Ly o

Figura 6. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl;) de 28a y 28b.

El espectro de IR del dicloronucledsido 28a (Espectro 14), muestra una banda de
absorcion en 1722 cm™, resultado de la vibracion de alargamiento C=0 del éster.

La asignacion de la configuracién del carbono andmerico tanto o o B se ha basado
frecuentemente en la multiplicidad de H-1" en RMN 'H. Se observa un pseudotriplete

para los 2'-desoxiribonucledsidos B, debido a la similitud de las constantes de
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acoplamiento con H-2'a. y H-2'B (J = 6-7 Hz). Por ofro lado, se observa un doble de
dobles (pseudocuarteto) para nucledsidos o, debido a la diferencia en la magnitud de
las constantes de acoplamiento con los hidrégenos vecinales (J =~ 6-7, 1-3 Hz) [44]. Sin
embargo, la multiplicidad tipica de H-1" {pseudotriplete) no ha sido observada en todos
los 2'-desoxiribonucledsidos B [18,19]. En consecuencia, la multiplicidad de la
resonancia de H-1’ es insuficiente para asignar la configuracion anomeérica.

El método mas confiable para determinar la estructura, la configuracion relativa y la
conformacién de un compuesto organico es por cristalografia de rayos X. Por
recristalizaciéon de la mezcla 28a/28b se obtuvieron cristales de calidad apropiada para

el analisis difractometrico.

La muestra cristalina seleccionada se analizé en un difractdometro Broker Smart Apex
CCD a 293 °K, donde se colectaron los datos de intensidad. La informacién sobre las
caracteristicas del cristal y los detalles de la coleccion de las intensidades medidas se

enlistan en las tablas 3 y 4, respectivamente.
Las longitudes y 4ngulos de enlace de la estructura 28a (Figura 7), se enlistan en las

tablas 7 y 8 (Anexo), respectivamente.

Tabla 3. Datos cristalogréficos

Férmula empirica C26H22CI2N4Os5

Color y forma Incoloro, laminas

Tamano del cristal 0.318 x 0.144 x 0.014 mm
Sistema cristalino Ortorrombico

Grupo espacial P212124

Celda unitaria a=8.382(1) A o = 90°

b=11.282(1)A  p=90°
¢ = 26.459(3) A y = 90°

Volumen 2502.1(5) A®
Peso férmula 541.38
Densidad calculada 1.437 mg/m®
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Tabla 4. Coleccion de datos y refinamiento

Difractometro Broker Smart Apex CCD

Longitud de onda 0.71073 A

Temperatura 293(2) K

Intervalo © para coleccion de datos 1.54 para 27.50°

Intervalo de los indices -10<=h<=10, -14<=k<=14, -34<=|<=34
Reflexiones totales medidas 24977

Reflexiones independientes 5735 [R (int) = 0.1054]

Factores de transmision Min = 0.8956 Max = 0.9420

El analisis por difraccién de rayos X permitid confirmar la configuraciéon anomérica del
hidrégeno en el compuesto 28a (Figura 7), la cual corresponde a una configuracion o y

por lo tanto la disposicién del nucleo de purina es 3.

Figura 7. Estructura molecular para la 2,6-dicloro-S-(2'-desoxi-3’, 5'-di-O-p-toluil-p-D-

eritro-pentofuranosil)purina (28a).
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Un anillo de cinco miembros planar, es decir, con todos los angulos de torsion igual a
cero es estérica y energéticamente muy desfavorable; por lo que esta conformacion no
existe. La ubicacion de un atomo fuera del plano libera la tension, baja la energia y
puede producirse una conformacién estable [48].

Los conférmeros mas estables del anillo de furanosa son los arreglos de sobre (S} y los
arreglos torcidos (T). Estas pueden existir en 10 acomedos cada una. Debido a la
energia relativamente baja de interconversién entre los conférmeros Sy T, puede existir
un equilibrio dinamico entre ellos [31a].

El analisis de la estructura de rayos X llevado a cabo en la 2,6-dicloro-9-(2’-desoxi-3', 5'-
di-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofuranasil)purina (28a) mostré un arreglo de sobre (°S) para
el anillo de furanosa (Figura 8) en el cual el carbono 2’ esta fuera del planc de C3'-C4'-
O-C1’, y en el mismo lado del plano que la base por lo que la conformacion con el
carbono 2’ es llamado C2’-endo.

La conformacion C3’-endo y C2’-endo se aproximan a aquellas que se encuentran en
ADN y ARN. En general, los carbonos 2 y 3 no se encuentran en el plano formado por
C4'-O-C1’ [48].
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Figura 8. Estructura molecular para la 2,6-dicloro-9-(2'-desoxi-3', 5-di-O-p-toluil-B-D-
eritro-pentofuranosil)purina (28a).
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La conformacion de la desoxiribosa, no puede ser especificada solamente por los
atomos localizados fuera del plano, sino también por los angulos de torsion [48).

Los angulos de torsién encontrados (v;) para el anillo de furanosa son vy = -25.2, v¢ =
36.9, vo = -34.4, v3 = 20.2 y v4 = 3.2. El angulo de torsién de -25.2° (Figura 9) es
definido por el dangulo entre dos planos especificados por los atomos C-4'-O-C1’ y O-
C1'-C2', en donde C-4' y C2' estan en lados opuestos al enlace O-C1’ (el angulo
negativo es obtenido para una rotacion de C2’ en direccién opuesta a las manecillas del

reloj, cuando uno mira a partir de O hacia C1’).

g2’ C4

Vo= 252

TolO

Figura 9

El angulo de torsion de 36.9° (Figura 10) es definido por el angulo entre los planos
especificados por los atomos C3’, C2', C1' y O, en donde C-3' y O estan en lados
opuestos al enlace C2’- C1' (si uno rota O en direccién de las agujas del reloj mientras

observamos desde C2' a C1' resulta un angulo de torsion positivo).

C3’

vy = 36.9

Figura 10
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El angulo de ~34.4° (Figura 11) es definido por los planos C4'-C3-C2'y C3-C2-C1', en

donde C-4’ y C1’ estan en lados opuestes al enlace C3'- C2'.

C
N =
/ f
c5° <N l Nl)\CI c1’ c4’
) 4

=~ C

Vo = -34.4

TolO

Figura 11

El angulo de 20.2° (Figura 12) es definido por el angulo entre los planos C2-C3'-C4’
C3'-C4'-0, en donde C-2’ y O estan en lados opuestos al enlace C3'- C4'.

Cl

c2’

TolO

Vg = 20.2

TolC

Figura 12

El angulo de 3.2° (Figura 13) préximo a 0° indica que los atomos C-3', C-4’, O y C-1'
tienden a ocupar una posicion a lo largo del plano del anillo con C3' y C1’ eclipsados
teniendo una conformacién cis en la proyeccion de Newman, conduciendo al

plegamiento del atomo de carbono C-2.

Cl
N
¢ ]
N

> C1’

S

N
)\C, c3’cr

N

......

TolO

Figura 13
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En consecuencia, el conformero favorecido para la desoxiribosa en 28a en el estado

solido es la forma de sobre (Figura 14).

QTol

Figura 14

En un primer experimento tendiente a la preparacién de 35, se tratd la mezcla 28a/28b
con una solucién de amoniaco en metanol 2M a 100 °C durante 11 h. Al término de este
tiempo de reaccion se observé por ccf la formacion de ocho productos (Esquema 20).
Cuatro de estos productos fueron aislados por cromatografia preparativa vy

caracterizados mediante el analisis de sus propiedades espectroscopicas.

cl

N Ct
</N | \N /N | \\l/
TolO " ’/I\ TolO N 40 (18%) + 41 (30%) +
o N <l
+

N
° NHa / MeOH 2M
s e . A2(10%) + 43(12%) +
4 Productos
OTol

28a (9-B) 28b (7-B)

OTol

Esquemna 20

El primer producto aislado como un aceite amarillo (rendimiento del 18 %), menos polar
gue 28a y correspondié al p-toluato de metilo 40, de acuerdo a la comparacién de sus
desplazamientos quimicos en RMN "H mostrados en la tabla 5 y los informados en la
literatura [49,50].
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN "H de 40.

H 8n (200 MHz, CDCl3)* 8y (300 MHz, CDCl3)°
CHa-Ar 240s 2.39s
CH30- 3.90s 3.89
H-Ar orto al CHs- 7.24 d 7.22
H-Ar orto al COO- 7.93d 7.92

? Datos experimentales; ° Datos reportados por Bon-Suk [49].

COOCH;

40

La estructura del segundo producto, aislado como un sélido blanco (rendimiento del 30
%) correspondid a 41, ya que el espectro de RMN 'H (Espectro 15), muestra a campo
alto dos sefiales simples, una en § 2.39 y otra en § 2.44, las cuales pertenecen a los
metilos unidos a los anillos aromaticos. A campo bajo, se observan dos sistemas
AA'BB’ correspondientes a los hidrogenos del fragmento 4-metilbenzoato. En & 6.60
resuena una sefial amplia que se asigna a los hidrégenos del amino. En & 8.33 se
observa una sefial simple correspondiente al hidrégeno del metino de la base piirica.
Por otro lado, el espectro de masas (Espectro 16) muestra el ién molecular M* en m/z
521 (3), correspondiente a la formula CzsH2405N5Cl acomparfiado con un ién en m/z 523
(12) congruente con la contribucion isotopica [M+2]" y un pico base en m/z 119.

El espectro de IR (Espectro 17), exhibe bandas de absorcion en 3447 cm™, 3404 cm™,
3322 cm™, 3255 cm™ y 3172 em™ debido a las vibraciones de alargamiento N-H y O-H.
También, se observa en 1717 cm™ una banda de absorcion caracteristica de la

vibracién de alargamiento C=0 del éster.
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El espectro de RMN "H (Espectro 18) del tercer producto aislado como un sélido blanco
(rendimiento de! 10 %) corresponde a la estructura 42, y presenta en & 2.40 una sefial
simple que integra para tres hidrogenos del metilo bencilico, el cual se corrobora con la
presencia de un sistema AA'BB’ en § 7.95 (J = 8.1 Hz) y en 5 7.37 (J = 7.9 Hz). De
acuerdo con lo anterior, se establece la existencia de un fragmento de p-toluilo y en
consecuencia la desproteccion de un grupo hidroxilo del compuesto 28a. Se establece
que el éster que se desprotegio fue el unido a C-5', ya que la presencia del hidroxilo en
C-5' resulta en una sefial triple en & 5.19 (J = 5.85 Hz). Acorde a lo anterior, las sefiales
de H-2'a y H2'B se esperan a campo bajo, lo cual se observa en el espectro; las
sefiales dobles de dobles que corresponden a H-2'a y H2'3 resuenan en 6 2.99 y 3
2.65, respectivamente, ademas el desplazamiento a campo bajo de la sefal de H-4’
confirma la proteccion del oxigeno en C-3'. Por lo tanto, se establece la estructura 42
para este producto de reaccion. Igualmente, el espectro de masas (Espectro 19) da
evidencia de la estructura 42, mostrando el i6n molecular M* en m/z 403 (1), un [M+2]"
en mfz 405 (2), correspondiente a la férmula C1gH1s04NsCl, lo cual es congruente de
acuerdo a la regla del nitrégeno . El espectro de IR de 42 (Espectro 20), exhibe bandas
de absorcién en 3363 cm™, 3309 cm™, 3325 cm™ y 3168 cm™ caracteristicas de las
vibraciones de alargamiento N-H y O-H. Asi mismo, se observa en 1714 cm™ una
banda de absorcion intensa, tipica de la vibracion de alargamiento C=0 del ester.
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El espectro de RMN 'H (Espectro 21) del cuarto producto aislado como un solido
blanco (rendimiento del 12%), establece la estructura 43. Presenta a & 2.37 una sefial
simple que integra para tres hidrégenos y corresponde a un metilo unido a benceno,
mientras que a & 7.30 y & 7.78 se observa un sistema AA'BB’ propio de un anillo de
benceno sustituido en posicién para-. La presencia del hidroxilo en C-3' se verifica
mediante la sefial doble en & 5.56 (J = 4.6 Hz), una sefial multiple en & 4.11 para H-3'
asi como las sefiales doble de doble de doble esperadas para H-2'o. y H-2'B en 6§ 2.42 y

o 2.81, respectivamente.
Por otro lado, el espectro de masas de 43 {Espectro 22) muestra el quasi ion molecular
[M+H]" en m/z 404 (1), correspondiente a la férmula [C1gH1304NsCl + H.

NH,
N =3
S Ps
TolO. -
N N al
0

OH
43

Los cuatro productos precedentes aislados en un primer intento por preparar el
aminodiol 35, sugieren que la reaccién procede pero no es completa. Con el objeto de
conocer mas esta transformacién, para la cbtencién de 35, resulté necesario utilizar una
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disolucion de amoniaco en etanol de mayor concentracién a la solucion comercial de
amoniaco en metanol 2M. Asl, una mezcla de nucledsidos 28a y 28b se tratd con
solucién de etanol saturada con amoniaco a 105 °C. Al términc de 5 h, la mezcla de
reaccién se analizd por ccf y se observé la formacién de cinco productos (Esquema 21},
de los cuales dos corresponden a los compuestos 42 y 43, acorde a la polaridad de
estos productos se presume que el producto de mayor polaridad observado por ccf

debe ser el aminodiol 35.

N N N
TolO </ | ;L TolO. </ ' jN(
N

N - o N 42 + 43 +
R & NH, / EIOH
3 Productos
Tol OTo!
28a (9-p) 28b (7-B)
Esquema 21

Los resultados obtenidos con la disolucién de etanol sugieren que la reaccion debe
completarse si se emplea una disolucién saturada de amoniaco en metano! o etanol.
Asi, una disolucion de metanol fue saturada con amoniaco anhidro. Posteriormente, en
un reactor de acero se adiciond una mezcla de los dicloronucledsidos 28a y 28b, y se
vertié una cantidad de disolucion saturada de amoniaco en metanol, se sell el reactor y
se calentd a 117 °C durante 5 h. Por ccf se observé la formacion de tres productos, el
menos polar corresponde al compuesto 40, y el producto mas polar corresponde al

aminodiol deseado, 35.
NH,

N S
I
HO

O

!

OH
35
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El espectro de RMN 'H del aminodiol 35 (Espectro 24) esta de acuerdo con la
estructura ya que muestra en 8 4.95 una sefial triple (J = 5.8 Hz) y en & 5.30 una sefial
doble (J = 4.1 Hz), las cuales se asignan a los hidrégenos de los hidroxilos en C-5'"y C-
3’ respectivamente. Asi mismo, se observa una multiplicidad mas compleja para los
hidrégenos del metileno de C-5' (3.47-3.63 ppm, m) y el hidrégeno de C-3’ (4.38 ppm,
dddd), debido al acoplamiento con los hidrégenos de los hidroxilos correspondientes. A
campo bajo se observan dos sefales simples, una en & 7.81 asignada a los hidrégenos
del amino, y en & 8.35 la sefial correspondiente al hidrégeno del anillo de purina.

En el espectro de RMN 13C del compuesto 35 (Especiro 25) se observa la presencia de
10 carbonos de los cuales cuatro se encuentran unidos a oxigeno y forman parte del
anillo de pentosa, sus desplazamientos son & 61.67 (C-5'), § 70.73 (C-3'), 5 83.57 (C-1')
y & 87.96 (C-4’), un metileno en & 39.35 (C-2') y cinco carbonos unidos a nitrégeno que
forman parte del anillo de purina en § 118.17 (C-5), 5 139.85 (C-8), § 150.08 (C4), &
152.97 (C-2) y & 156.81 (C-6). El espectro de masas (Espectro 26), muestra un
fragmento en m/z 285 (1) que corresponde al ién molecular M* y un [M+2]" en m/z 287
(2), congruente con la férmula C1oH1203N5Cl.

El analisis por espectroscopia de infrarrojo, también proporciona evidencia de la
estructura 35 (Espectro 27), mostrando sefiales de absorcién en 3546 em™, 3395 cm™,
3328 cm™, 3264 cm™ y 3212 cm™, debido a las vibraciones de alargamiento N-H y O-H.
Por otra parte, los desplazamientos quimicos de RMN 'H (Tabla 6) del producto menos
polar que 35, en comparacion con los informados [51], confirman que la estructura para

este sdlido incoloro es 44, |la p-toluamida.
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos de RMN "H de 44,

H 8u (300 MHz, CDCl3+ DMSO-ds }* 84 (300 MHz, DMSO-ds)°
CHs-Ar 2.39s 2.34s
H-Ar orto al CHs- 7.23d 7.24d
H-Ar orto al CONH; 7.76d 7.79d
CONH; 6.30 s (br) 7.29 s (br)
6.86 s (br) 7.91 s (br)

2 pf experimental 159-160 °C; ° pf informados en lit. 159.5-160 °C [51]; 161-163 °C [52].

CONH

44

Conforme a los resultados obtenidos con la disolucion saturada de amoniaco en
metanol se lograron establecer las condiciones 6ptimas para la sustitucién selectiva y
amonolisis completa de 28a en un rendimiento del 70 % (Esquema 22). Cabe
mencionar que el rendimiento se calculdé a partir de la mezcla de 28a y 28b. Si Ila
reaccién se efectuara solamente con 28a el rendimiento seria superior. La razén por la
cual no se trabaja con el nucle6sido 28a es que, para obtenerlo puro, se debe de
recristalizar dos o tres ocasiones a partir de etanol-cloroformo. Por este métedo se
pierde parte de 28a, tal como se observa por ccf de las aguas madres, por lo que estas

separaciones resultan en rendimientos menores del producto N-9 deseado.
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Establecidas las condiciones apropiadas para la sintesis del intermediario 35, se
procedié a la preparacion del derivado 36. Asi, se hizo reaccionar el aminodiol 35 con
sodio y alcohol alilico a 81 °C durante 4 h, para generar el derivado de éter alilico 36, el

cual se obtuvo en un rendimiento practicamente cuantitativo.

NH;

N S
, / N
Ho <N | N)\O
O
\\Q N
OH
36

El espectro de masas de 36 (Espectro 30) muestra el i6n molecular M* en m/z 307 (23)
y el quasi idn molecular [M+H]" en m/z 308, correspondientes a la férmula Cy3H3;704Ns.

El espectro de RMN 'H (Espectro 28) muestra las sefiales del fragmento alilico: en &
4.75 una seilal doble de fripletes (J = 5.1, 1.5, 1.5 Hz), la cual pertenece a los
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hidrégenos del metileno unido al oxigeno. En & 5.20 una sefal doble de cuartetos (J =
10.5, 1.8, 1.5, 1.5 Hz) que corresponde al hidrégeno en posicion trans al metileno
alilico. En 8 5.36 una sefal doble de cuartetos (J = 17.1, 8, 1.5, 1.5 Hz) asignada al
hidrogeno en posicién cis al metileno, en & 6.04 se muestra un doble de doble de doble
de doble (J = 17.1, 10.5, 5.1, 5.1 Hz), y se atribuye al hidrogeno del metino. Asimismo,
se observan las sefales correspondientes a la absorcion de los hidrégenos de los
hidroxilos en C-5 y C-3, en § 5,02 (t, J = 6 Hz) y en 8 529 (d, J = 3.9 Hz),
respectivamente. A campo bajo resuenan dos sefiales simples, una en & 7.28
caracteristica de los hidrégenos del amino, y en 8 8.13 la sefial perteneciente al
hidrogeno en C-8 de la base purica. El analisis del espectro de RMN 3C (Espectro 29)
permitid establecer la presencia de 13 atomos de carbono de los cuales 6 se
encuentran en la zona de desplazamiento de los carbonos de hibridacién sp®, sus
desplazamientos son: 5 38.96 (C-2'), 6 61.92 (C-5'), & 66.75 (-CH20-), 3 70.96 (C-3'), &
83.45 (C-1') y & 87.77 (C-4"), el resto de carbonos presentan absorciones en la zona de
desplazamientos de los carbonos de hibridacién sp?, sus desplazamientos son: §
115.70 (C-5), 8 116.87 (CH;=), 133.98 (=CH-), & 138.31 (C-8), & 150.65 {C-4), 6 156.82
(C-6) y & 160.88 (C-2). El espectro de IR del compuesto 36 (Espectro 31) esta de
acuerdo con la estructura, ya que presenta bandas de intensidad fuerte en 3367 cm”,
3332 cm™, 3268 cm™ y 3173 cm™' debido a las vibraciones de alargamiento N-H y O-H.
Con la preparacion de la 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)purina,
36, se alcanza el objetivo planteado al inicio de este trabajo. Este intermediario sera
transformado a la desoxi-isoguanosina convenientemente protegida, 54, la cual sera
empleada en la sintesis automatizada de oligonuclettidos.

La preparacion de 47 se realizard como se describe a continuacion (Esquema 23). La
proteccién del grupo amino se realizara con cloruro de benzoiio y piridina, para generar
un intermediario perbenzoilado, el cual se someterd a hidrdlisis parcial, para dar el
nucledsido protegido en la posicién N-6 (45). El hidroxilo primario del diol 45 se
protegera mediante la reaccién con cloruro de 4, 4’-dimetoxitritilo en 2,6-lutidina, para
generar el derivado 46. Finalmente, la reaccidon con 2-cianoetil-N,N-diisopropil-
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clorofosforamidita, en condiciones estrictamente anhidras, permitira obtener el producto

deseado 47, como una mezcla de epimeros.

: NH, ' NHBz
</N | Y </N I Y
‘' HO /]\ i HO )\
; N N/ o} ' N N/ o
:—'———.‘
OH ; OH
36 E 45
h
NHBz NHBz
(1Y e
) T
OMTIO N N/ o ' \ N/ o
's) i o} H
o o) OH
NN e W 47 46

|
\]/N\r
Esquema 23. g) BzCl / Py ; NaOH / MeOH / THF / H,O ; h) DMTrCl / Py ; i) Base de
Hinig.
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CONCLUSIONES

El uso de cloruro de acetilo para producir cloruro de hidrégeno in situ (método de
Rolland) permiti6 la preparacion eficiente del a-cloroazicar 13 con aita
reproducibilidad. E! procedimiento es seguro, conveniente y menos laborioso.
Comparado al método de preparacion a partir de &cido sulfurico concentrado y

cloruro de sodio.

La reaccion de glicosidacion de la sal de sodio de la 2,6-dicloropurina, procede con
una notable preferencia para la glicosidaciéon en la posicion N-9 con respecto a la

posicién N-7.

El analisis cristalografico de la 2,6-dicloro-9-(2'-desoxi-3’, 5'-di-O-p-toluil-B-D-eritro-
pentofuranosil)purina (2Ba) mostré un arreglo de sobre (2S) para el anillo de
furanosa en el cual el carbono C-2’ esta fuera del plano de C3'-C4-0-C1’, y en el
mismo lado del plano que la base por lo que la conformacion es C2'-endo.

La sustitucién selectiva del C-6 y amondlisis completa en 28a se lleva a cabo
cuando se utiliza una disolucién saturada de amoniaco en metanol, generando el

intermediario 35.

La reaccién de sustitucion de 35 con alcohol alilico y sodio procede eficientemente,

obteniéndose el compuesto 36 en buen rendimiento.
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REACTIVOS Y EQUIPO

Los reactivos 2-desoxi-D-ribosa, piridina anhidra, cloruro de p-toluilo, acido acético, éter
etilico anhidro, 2,6-dicloropurina, hidruro de calcio, hidruro de sodio, sodio metalico,
alcohol alilico y etanol anhidro fueron adquiridos de Aldrich Co., los cuales se usaron
sin purificacion previa.

El cloreformo, amoniaco anhidro, cloruro de sodio, acido sulflrico, bicarbonato de sodio,
sulfato de sodio y aceite de alta temperatura se usaron grado reactivo.

El metanol, cloruro de acetilo y acetonitrilo se obtuvieron anhidros de acuerdo a los
métodos informados en la literatura [53].

El AcOEt, diclorometano, hexano, tolueno y acetona se emplearon grado industrial y se
destilaron previamente.

El curso de las reacciones se siguié por ccf en placas de Silica Gel Merck F-254 usando
como reveladores una lampara de UV Spectroline (Modelo ENF-240C-20) a 365 y 254
nm, disolucién de etanol-acido sulfirico (9:1) y disolucion de sulfato cérico amoniacal.
La purificacién de los productos se realizd por cromatografia en columna utilizando gel
de silice Merck 0,040-0.063 mm (malla 230-400 ASTM) como fase estacionaria,
también se usaron cromatofolios Alugram SIG/UVzss Macherey-Nagel.

Los puntos de fusion (no corregidos) se determinaron en un aparato Fisher-Johns.

Los espectros de IR se realizaron en un Espectrofotometrc de IR (Perkin Elmer, Modelo
283y 681).

Los espectros de EM se llevaron a cabo en un Espectrémetro de Masas (Jeol, Modelo
JMS-SX102A) por la técnica de FAB (positivo), utilizando como matriz alcohol 3-
nitrobencilico.

Los espectros de RMN se corrieron en un Espectréfotometro Varian Unity XR-300 y en
un Espectréfotometro Varian Unity Plus 500 en solucién de CDCl; y DMSO-dg,
utilizando TMS como referencia interna.

El estudio cristalografico de 28a se realizé en un Difractometro Bruker Smart Apex

CCD.
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Otros equipos empleados son: Recipiente presurizado de acero inoxidable (Modelo
4751, presién maxima de 2000 Psi), Bomba de vacio (DuoSeal, Modelo 1402), Balanza
analitica (OHAUS Analitical Plus, Modelo AP210S), Balanza semianalitica (OHAUS

PORTABLE Advanced, Modelo CT1200) y un Rotavapor (Blchi R-124).
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PARTE EXPERIMENTAL

Preparacién del 2-desoxi-o,B-D-eritro-pentofuranésido de metilo (11).

HO HO
O © MeOH / HCI ©
HO e — OH —- OCH,
OH
OH OH OH
- 10 - 11

Método A: En un matraz de fondo redondo de 25 mL, de una boca, provisto de
agitacién magnética, se peso rapidamente 0.25 g (1.86 mmol) de 2-desoxi-D-ribosa (10)
y bajo atmosfera de nitrégeno se agregd metanol anhidro (6 mL). Después se adicion6
una disolucién de cloruro de hidrégeno metanélico al 1 % (1 mL; preparado al momento
a partir de 10 g cloruro de sodio y 5 mL de acido sulfarico concentrado). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente por 40 min bajo atmésfera de nitroégeno, el
curso de la reaccion se analizé por ccf (AcOEt-MeOH 95:5). Al concluir e! tiempo de
reaccion, fa mezcla se coloco rapidamente en un bafio de hielo-sal y se neutralizé
cuidadosamente con bicarbonato de sodio, se filtré y el metanol se elimind a presion
reducida obteniendo un aceite color amarillo (0.27 g, rendimiento cuantitativo).

Método B: A una disolucion de la 2-desoxi-D-ribosa (10) (5.0 g, 37.3 mmol) en metanol
anhidro {50 mL), se adicioné cloruro de hidrégeno metandlico al 1% (10 mL; preparado
por adicién de 0.2 mL de cleruro de acetilo a 10 mL de metanol anhidro). La mezcla de
reaccién se agitdé a temperatura ambiente por 40 min bajo atmésfera de nitrégeno e
inmediatamente se neutralizé por adicién de bicarbonato de sodio sélido, se filtro y el
metanol se elimind a presion reducida, obteniendo un aceite de color amarillo (5.5 g,

rendimiento cuantitativo).

Ry 0.37 (Acetato de etilo-metanol 95:5).
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Preparacién de cloruro de hidrégeno

A un matraz Kitazato de 125 mL se adiciond cloruro de sodio (10 g) e inmediatamente
se purgd con nitrégeno. Por otro lado, en un embudo de separacién se vertieron 5mL de
acido sulfurico concentrado. Se situé el embudo de separacién sobre el matraz
Kitazato, unidos mediante un tap6n de hule, en la salida del Kitazato se colocé tubo
latéx (15 cm), el cual a su vez se uni6é a una trampa de drierita (contenida en un tubo de
vidrio 25 cm de largo y 1 cm de diametro), al extremo del tubo de vidrio se pone otro
tubo latéx (15 cm), en el cual se colocd una pipeta pasteur. Este sistemna se purga con
nitrégenc y se sumerge la punta de la pipeta pasteur en 5 mL de metanol anhidro, el
cual esta contenido en un matraz redondo de 15 mL, de una boca, provisto de un tapén
de hule y previamente purgado con nitrégeno. La preparacién del cloruro de hidrogeno
comienza al momento de gotear el acido sulfurico sobre €l cloruro de sodio. La cantidad
de HCI se determind por diferencia de pesos (40 mg de HCl en 5 mL de metanol

anhidro para una disolucién al 1 %).
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Preparacién del 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-D-eritro-pentofuranésido de metilo (12).

HO TolO TolO

OCH;,
0 TolCI/ Py 0 o
OCH, ——— .
OCH;3
OH OTol OTol
11 12a 12b

Al crudo de 11 (5.5 g, 37.1 mmol) se disolvié en piridina anhidra (50 mL) a 0 °C y se
adiciond lentamente cloruro de p-toluilo (11.4 mL, 86.2 mmol, 2.2 eq.), observandose la
precipitacion de un sélido blanco, el cual se agité durante 10 min a esa temperatura. La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrogeno
durante 16 h. Esta se diluy6 con agua fria (80 mL) y el producto se extrajo con
diclorometano (3 x 100 mL). La fase organica se lavé con disolucion saturada de
bicarbonato de sodio (4 x 100 mL), con disolucion de &acido clorhidrico 2N (150 mL) y
con agua (150 mL), se seco sobre bicarbonato de sodio anhidro y el disolvente se
elimind a presion reducida, obteniendc un aceite ambar. Este residuo se purificd por
cromatografia en columna utilizando como mezcla de elucién un gradiente de hexano-
AcOEt, obteniéndose una mezcla semisélida de color blanco (13.7 g, rendimiento del

96 %) de los compuestos epiméricos 12a y 12b, en una relacion 3:2.

Separacion de los epimeros a y B (12a y 12b). En un cromatofolio (20 x 20 cm) se aplico
125 mg del crudo de 12. Posteriormente se eluyé (3 x 100 mL) utilizando una mezcla de
hexano-acetato de etilo (9:1), se aislaron los productos, se extrajo con diclorometano, se
filtré y el disolvente se elimind a presion reducida, obteniendo 12a y 12b.

Epimero o (Producto mayoritario, 12a): Semisélido beige de pf 78-79 °C.
Ry 0.47 (hexano-acetato de etilo, 8:2).

IR (CHCI3, cm™): 3025, 3005, 2956, 2928, 2837, 1930, 1717, 1612, 1578, 1509, 1450,
1400, 1377, 1313, 1274, 1109, 1070, 1020, 986, 928, 864, 841.
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RMN 'H (300 MHz, CDCls) & = 2.19 (1H, ddd, Jzo25 = 14.6 Hz, J20,3= 2.1 Hz, J124= 1.0
Hz, H-2a), 2.40 (3H, s, CHa-Ar), 2.41 (3H, s, CHz-Ar), 2.54 (1H, ddd, Jaa2p = 14.6 Hz,
Jopa = 8.1 Hz, J125 = 5.2 Hz, H-2B), 3.42 (3H, s, OCHs), 4.52 (1H, dd, Jase = 4.7 Hz, Jasp
= 4.7 Hz, Js4 = 3.6 Hz, H-4), 4.53 (1H, dd, Jsa,50 = 12.9 Hz, Jasa = 4.7 Hz, H-5a), 4.63
(1H, dd, Jsasp = 12.9 Hz, Jasp = 4.7 Hz, H-5b), 5.18 (1H, dd, J12, = 1.0 Hz, J125 = 5.2
Hz, H-1), 5.41 (1H, ddd, Jzp3 = 8.1 Hz, Ja34 = 3.6 Hz, Joga = 2.1 Hz, H-3), 7.21y 7.22
(2H cada una, d, J = 8.1 Hz, H-Ar orfo al CH3), 7.91 y 7.93 (2H cada una, d, J = 8.1 Hz,
H-Ar orfo al COO).

RMN *3C (75 MHz, CDCl3) & = 21.60 (CHs-Ar), 39.23 (C-2), 55.00 (OCH3), 64.29 (C-5),
74.60 (C-3), 80.90 (C-4), 105.01 (C-1), 127.07 (ArCCOO), 127.13 (ArCCOO), 129.07,
129.65 y 129.77 (CH(Ar)), 143.71 y 143.86 (CH3CAr), 166.22 y 166.44 (CQO).

FAB-MS (positivo): 385 (2) [M+H]*, 384 (1) M*, 353 (33), 249 (5), 217 (3), 216 (1), 154
(14), 137 (14), 136 (13), 120 (14), 119 (100), 91 (20), 81 (77), 65 (4).

Epimero B (Producto minaritario, 12b): Semisdlido beige de pf 73-74 °C.

R; 0.52 (hexano-acetato de etilo, 8:2).

IR (CHCI3, cm™): 3024, 3005, 2957, 2927, 2837, 1930, 1717, 1612, 1576, 1509, 1447,
1409, 1375, 1274, 1107, 1066, 1020, 1001, 857, 920, 863.

RMN "H (300 MHz, CDCly) § = 2.34 (1H, ddd, Jogzp = 14.2 Hz, Jpu3 = 5.1 Hz, J12, = 5.2
Hz, H-20), 2.39 (3H, s, CHs-Ar), 2.41 (3H, s, CHz-Ar), 2.56 (1H, ddd, Jaezs = 14.2 Hz,
Jops = 7.2 Hz, Jizs = 2.1 Hz, H-2p), 3.36 (3H, 5, OCHj), 4.48 (1H, dd, Jsa,sp = 12.9 Hz,
Jasa = 4.5 Hz, H-5a), 4.52 (1H, dd, Jaza = 4.5 Hz, Juso = 4.5 Hz, Ja34 = 3.1 Hz, H-4), 4.55
(1H, dd, Jsa,s = 12.9 Hz, Jass = 4.5 Hz, H-5b), 5.22 (1H, dd, J1.2¢ = 5.2 Hz, J125 = 2.1
Hz, H-1), 5.59 (1H, ddd, Jzp3 = 7.2 Hz, Jag3 = 5.1 Hz, Js4 = 3.1 Hz, H-3), 7.21 y 7.23 (2H
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cada una, d, J = 8.1 Hz, H-Ar orfo al CH3 ), 7.91 y 7.97 (2H cada una, d, J = 8.1 Hz, H-
Ar orto al COQ).

RMN "3C (75 MHz, CDCl5) § = 21.63 (CHa-Ar), 39.32 (C-2), 55.19 (OCH), 65.15 (C-5),
75.43 (C-3), 81.92 (C-4), 105.63 (C-1), 126.94 (ArCCOO), 127.25 (ArCCOO), 129.07,

120.71 y 129.77 (CH(Ar)), 143.68 y 144.01 (CH4CAr), 166.13 y 166.34 (COO).

FAB-MS (positivo): 385 (1) [M+H]", 384 (1) M", 353 (27), 249 (4), 217 (2), 216 (1), 154
(7), 137 (8), 136 (7), 120 (10), 119 (100), 91 (15), 81 (60), 65 (4).
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Preparacion de la 1-cloro-2-desoxi-3, 5-di-O-p-toluil-a.-D-eritro-pentofuranosa (13).

TolO TolO
0 ACOH / HCI 0
OCH; —————
Cl
OTol Tol
12 13

Método A: A una disolucion de 12 (0.98 g, 2.55 mmol) en &cido acético glacial (4 mL),
bajo atmoésfera de nitrégeno, se burbujed cloruro de hidrogeno (aproximadamente 5
min, preparado al momento por la adicion de 9 mL de &cido sulfirico concentrado a 30
g de cloruro de sodio). Se agité manualmente hasta que se observo la formacion de una
masa cristalina espesa de color blanco, la cual se filtré inmediatamente y se lavo con
&ter etilico anhidro frio, obteniendo cristales blancos (0.49 g, rendimiento del S0 %).

Método B: En un matraz de 50 mL, de una boca, equipado con un agitador magnético y
tapén de hule, se pesé 5.13 g (13.35 mmol) de 2-desoxi-3,5-di-p-toluil-D-eritro-
pentofuranésido de metilo (12) y se adicionaron 8 mL de acido acético glacial.
Posteriormente bajo atmésfera de nitrogeno se adicion6 lentamente una disolucion
saturada de cloruro de hidrdgeno en acido acético glacial (10 mL; preparada por adicion
de 2 mL de cloruro de acetilo a una mezcla de 10 mL de acido acético y 0.5 mL de agua
fria). Se agregé cuidadosamente 1 mL de cloruro de acetilo, se agitd hasta observar la
precipitacién del producto como una masa cristalina abundante. Los cristales se filtraron
réapidamente por succién, se lavo con éter anhidro frio y se secd al vacio (3.2 g,

rendimiento del 62 %).
pf 107-109 °C (desc.); lit. 109 °C [27].

R; 0.52 (hexano-acetato de etilo, 6:4).
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Preparacién de la 2,6-dicloro-9-(2'-desoxi-3’, 5’-di-O-p-toluil-B-D-eritro-

pentofuranosil)purina (28a).

Cl

N
TolO < TelO
o}
NaH / CHgCN

OTal

28a

A una suspension de 2,6-dicloropurina (0.62 g, 3.3 mmol) en acetonitrilo anhidro (25
mL, destilado de hidruro de calcio), bajo atmosfera de nitrégeno se agregd hidruro de
sodio previamente lavado con hexano (60 % en aceite, 0.17 g, 3.6 mmol, 1.1 eq.), la
mezcla se agitd a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno por 30 min. La 1-
cloro-2-desoxi-3,5-di-O-p-toluoil-a-D-eritro-pentofuranosa (13, 1.28 g, 3.3 mmol)
recientemente cristalizada y seca, se adicion6 lentamente. La mezcla de reaccién se
mantuvo en agitacion por 2 h a 50 °C. Después de este tiempo, se filiré sobre celita, se
lav6 con cloroformo, se eliminé el disolvente y el residuo se adsorbié en silica gel (2 g).
Finalmente el producto se purificd por cromatografia en columna con un sistema
gradiente de hexano-AcOEt. Este procedimiento dio una mezcla de los nucleodsidos 28a
y 28b como cristales ligeramente beige (1.07 g, rendimiento del 60 %).

Aislamiento de 28a. Una mezcla de 28a y 28b se disolvid en cloroformo, posteriormente
se adicion6 etanol, se calenté y se sometié a enfriamiento lento hasta temperatura
ambiente y cristalizacién‘ espontanea. Mediante dos recristalizaciones sucesivas
empleando el mismo procedimiento se obtuvieron cristales del dicloronucledsido N-9
(28a) de calidad apropiada para el analisis difractométrico.

Nucletsido 28a: Laminas incoloras de pf 156-158 °C; lit. 159-162 °C [29], 155-157 °C
[38],
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IR (CHCIls, cm™): 3024, 3005, 2955, 2926, 1722, 1612, 1593, 1558, 1493, 1450, 1411,
1360, 1314, 1269, 1143, 1100, 1020, 985, 933, 884, 840.

FAB-MS (positivo): 544 (3) [M+4]", 542 (4) [M+2]*, 541 (10) [M+H]", 540 (1) M", 354
(10), 353 (39), 189 (9), 155 (15), 154 (76), 137 (41), 136 (56), 120 (17), 119 (100), 91
(26), 81 (68), 65 (8).

Rayos X: Dimensiones del cristal 0.318 x 0.144 x 0.014 mm (Difractometro Broker
Smart Apex CCD), incoloro, laminas, A = 0.71073 A, CzsHzCloN4Os, M, = 541.38,
ortorrombico, grupo espacial P212421, celda unitaria a = 8.382(1) Aa=2900b-=
11.282(1) A B = 90°, c = 26.458(3) Ay = 90°, Z = 4, d.= 1.437 mg/m°, p = 0.305 mm™,
intervalo © para coleccién de datos 1.54 -27.50°, intervalo de los indices -10<=h<=10, -
14<=k<=14, -34<=|<=34, reflexiones totales medidas 24977, reflexiones independientes

5735 IR (int) = 0.1054], factores de transmisién Min = 0.9956 Max = 0.9420.

Mezcla de nucledsidos 28a y 28b (10:1): Cristales ligeramente beige de pf 175-177 °C
(desc.).

R; 0.38 (hexano-acetato de etilo, 6:4) y Ry 0.5 (hexano-acetato de etilo, 6:4), de 28ay

28h, respectivamente.

RMN 'H (300 MHz, CDCl;). Regioisémero N-9 (28a) 5 = 2.40 (3H, s, CHs-Ar), 2.45
(3H, s, CH3-Ar), 2.94-2.98 (2H, m, H-2'a y H-2'B), 4.63-4.82 (3H, m, H-4', H-5’a y H-5'D),
5.80-5.78 (1H, m, H-3'), 6.55 (1H, t, J = 6.7 Hz, H-1"), 7.20 y 7.29 (2H cada una, d, J =
7.9 Hz, H-Ar meta al CQ), 7.83 y 7.97 (2H cada una, d, J = 8.1 Hz, H-Ar orto al COOQ),
8.29 (1H, s, H-8).

Regioisémero N-7 (28b) & = 2.6-2.7 (m, H-2'a), 3.0-3.1 (m, H-2'B), 4.63-4.83 (m, H-4’,
H-5'a y H-5'b), 5.67-5.72 (m, H-3'), 6.83 (t, H-1'), 7.19-7.30 (d, H-Ar orto al CH3), 7.81-
7.98 ( d, H-Ar orto al COOQ), 8.69 (s, H-8).
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Preparacion de la 2-cloro-6-amino-9-(2'-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)purina

(35).
Cl
N =
I
TolO
N N/ o
Q
—_— NH;
N SN
OTal </ | )N\
HO
28a (9-9) N g
NH, / MeOH °
+
OH
/ N 35

28b (7-p)

A un recipiente presurizado de acero inoxidable de 125 mL, se adicion6 1.49 g de la
mezcla de 28a y 28b (2.75 mmol), se purgd con nitrégeno y se adicionaron 40 mL de
disolucién de metanol saturada con amoniaco anhidro, se retiré el tapon de hule e
inmediatamente se sell6 el recipiente. La suspensitn se calentd a 115 °C por 5 h. Al
término del tiempo de reacciéon se dejé enfriar, el disolvente se elimind a presion
reducida y se coevapord con metanol para eliminar el amoniaco residual. El residuo se
adsorbi6 en silica gel (3 g) y el producto se purificé mediante cromatografia en columna,
empleando como mezcla de elucién diclorometano-metanol de polaridad creciente,
aislando un sélido blanco (0.55 g, rendimiento del 70 %).

pf 211 °C (se torna café); lit. 210-215 °C [38].

Ry 0.25 (diclorometano-metanol, 9:1).
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IR (KBr, cm™): 3546, 3395, 3328, 3264, 3212, 2929, 1653, 1597, 1507, 1474, 1446,
1398, 1354, 1310, 1227, 1098, 1054, 1005, 976, 935, 889, 860, 827, 784, 749, 674,
626, 582, 528, 482,

RMN "H (300 MHz, DMSO-ds) § = 2.27 (1H, ddd, Jzazp = 13.2 Hz, Jrza = 6.2 HZ, Jzus
= 3.2 Hz, H-2'w), 2.64 (1H, ddd, Jzazp = 13.2 Hz, Jzpz = 7.3 Hz, J12p = 5.9 Hz, H-2'p),
3.47-3.63 (2H, m, H-5a y H-5'), 3.86 (1H, ddd, Jasn = 4.4 Hz, Jy5a = 4.4 Hz, J3.4 = 2.6
Hz, H-4), 4.38 (1H, dddd, Jzp.s = 7.3 Hz, Jzcaron = 4.1 Hz, Jzaz = 32 Hz, J3e = 2.6
Hz, H-3"), 4.95 (1H, t, Js.cspon = 5.8 Hz, C(5')-OH), 5.30 (1H, d, Jzc@yon = 4.1 Hz ,
C(3')-OH), 6.25 (1H, dd, Jr2e = 6.2 Hz, Jy2p = 5.9 Hz, H-1"), 7.81 (2H, s, NH), 8.35
(1H, s, H-8).

RMN "3C (75 MHz, DMSO-ds) § = 39.35 (C-2)), 61.67 (C-5), 70.73 (C-3), 83.57 (C-1),
87.96 (C-4'), 118.17 (C-5), 139.85 (C-8), 150.08 (C-4), 152.97 (C-2), 156.81 (C-6).

FAB-MS (positivo): 287 (2) [M+2]", 286 (11) [M+H]", 285 (1) M*, 170 (12), 155 (22),
154 (100), 137 (48), 136 (69), 120 (10), 107 (20), 91 (12), 90 (16), 89 (19), 77 (18).
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Preparacion de la disolucion de metanol saturada con amoniaco

En un matraz redondo de 1 L, de dos bocas, provisto de dos tapones de hule, se purgd
con nitrégeno y se virtié metanol anhidro (400 mL). En una boca del matraz se cambid
rapidamente el tapén de hule por una trampa de drierita y en la otra boca se colocé un
tubo de vidrio (29 cm de largo y 0.8 cm de diametro), el cual se une al tanque de
amoniaco grado anhidro (pureza minima del 99.98 %, PRAXAIR) a través de tubo latex
(80 cm de largo), nuevamente el sistema montado se purgd con nitrogeno. El matraz se
coloctd en un bafio de hielo seco-acetona, y se abri6 lentamente la llave del tanque de
amoniaco hasta alcanzar un angulo de aproximadamente 90° para tener un burbujeo
constante, el burbujeo se mantuvo hasta alcanzar un volumen aproximado de 800 mL.
El matraz se retiré del bafio de hielo seco-acetona y la disolucién se transfirid con una
canula a un frasco ambar (contenido en un bafio de hielo seco-acetona), el cual se

guardé en el refrigerador.
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Preparacion de la 2-aliloxi-6-amino-9-(2'-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)purina
(36).
NH, NH,
N | e N

o ¢

XN </N I
P o Py
N N N N o
C Na® / AliOH o H
e
OH
36

35

OH

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, de una boca, equipado con un agitador
magnético y tapon de hule, se adicionaron trozos pequefios de sodio metalico (0.365 g,
15.87 mmol) y se vertié lentamente 14.8 mL (217.4 mmol, 13.7 eq.) de alcohol alilico
bajo atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente. Posteriormente se adicion6 el
aminonucledsido 35 (0.44 g, 1.56 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd por 4 h a
81 °C; transcurrido ese tiempo de reaccion, la mezcla se torné naranja. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar, se adsorbié sobre silica gel (1 g) y se purificd por cromatografia
en columna utilizando como eluyente un sistema gradiente de cloruro de metileno-
metanol. El alcohol alilico residual, se eliminé por elucién con cloruro de metileno. Este
procedimiento permitié el aislamiento de una espuma de color amarillo (0.45 g,

rendimiento del 94 %).

pf 245-247 °C ( desc.).

Ry 0.33 (diclorometano-metanol, 9:1).

IR (KBr, cm™): 3367, 3332, 3268, 3173, 2938, 2877, 1959, 1882, 1663, 1600, 1485,

1392, 1327, 1274, 1226, 1136, 1103, 1058, 1019, 984, 935, 862, 795, 742, 692, 642,
581.
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RMN "H (300 MHz, DMSO-dg) & = 2.21 (1H, ddd, J2a2p = 13.2 Hz, J1.2e = 6.3 HzZ, Jou3
= 3.0 Hz, H-2'a), 2.71 (1H, ddd, Jzazp = 13.2 HZ, Jzp3 = 7.5 Hz, Ji2 = 6.0 Hz, H-2’B),
3.46-3.63 (2H, m, H-5'a, H-5'b), 3.84 (1H, ddd, Jssb = 4.8 Hz, Ja5a = 4.5 Hz, J3.¢ = 2.7
Hz, H-4'), 4.39 (1H, dddd, Jzs5 = 7.5 Hz, Jycayon = 3.9 Hz, Jouy = 3.0 Hz, Jye = 2.7
Hz, H-3), 4.75 (2H, dt, Jo = 5.1 Hz, Jerz = 1.5 Hz, Jenz = 1.5 Hz, -OCHy-), 5.02 (1H, t,
Jsabcsy-on = 6.3 Hz, C(5')-OH), 5.20 (1H, dc, Jenes = 10.5 Hz, Jongem = 1.8 Hz, Jowo =
15 Hz, Jomz = 1.5 Hz, HCH=CH-CH,- trans al -CHy-), 5.29 (1H, d, Jz, cizyon = 3.9 Hz,
C(3'}-OH), 5.36 (1H, dc, Jerpans = 17.1 Hz, Jergem = 1.8 Hz, Jonz = 1.5 Hz, Jone = 1.5 Hz,
HCH=CH-CH,- cis al -CH,-), 6.04 (1H, dddd, Jotrans = 17.1 Hz, Jenas = 10.5 Hz, Jowz =
51 Hz, Jopa = 5.1 Hz, CHs=CH-CHo-), 6.23 {1H, dd, Jy-24 = 6.3 Hz, J12p = 6.0 Hz, H-1"),
7.28 (2H, s, NHy), 8.13 (1H, s, H-8).

RMN "*C (75 MHz, DMSO-dg) & = 38.96 (C-2'), 61.92 (C-5'), 66.75 {-CH:0-), 70.96 (C-
3), 83.45 (C-1"), 87.77 (C-4), 115.70 (C-5), 116.87 (CHp=), 133.98 (=CH-), 138.31 (C-

8), 150.65 (C-4), 156.82 (C-2), 160.88 (C-6).

FAB-MS (positivo): 308 (43) [M+H]*, 307 (23) M, 218 (10), 192 (44), 154 (100), 137
(46), 136 (70), 107 (22), 91 (14), 90 (16), 89 (24), 77 (24), 55 (17).
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Tabla 7. Longitudes de enlace (A) de la estructura 28a (Figura 7).

ANEXO

CI(1)-C(6)
CI(2)-C(2)
O(1)-C(10)
O(1)-C(13)
0(2)-C(15)
0(2)-C(12)
0(3)-C(23)
0(3)-C(14)
0(4)-C(15)
0(5)-C(23)
N(1)-C(6)
N(1)-C(2)
C(2)-N(3)
N(3)-C(4)
C(4)-N(9)
C(4)-C(5)
C(5)-C(6)
C(5)-N(7)
N(7)-C(8)
C{8)-N(9)
N(9)-C(15)

1730.(6)
1.716(6)
1.432(6)
1.450(5)
1.356(6)
1.457(6)
1.380(8)
1.429(6)
1.201(6)
1.184(6)
1.310(7)
1.333(8)
1.308(7)
1.318(6)
1.392(6)
1.393(7)
1.380(7)
1.385(8)
1.294(6)
1.379(6)
1.446(6)

C(10)-C(11)
C(11)-C(12)
C(12)-C(13)
C(13)-C(14)
C(15)-C(16)
C(16)-C(17)
C(16)-C(21)
C(17)-C(18)
C(18)-C(19)
C(19)-C(20)
C(19)-C(22)
C(20)-C(21)
C(23)-C(24)
C(24)-C(25)
C(24)-C(29)
C(25)-C(26)
C(26)-C{27)
C(27)-C(28)
C(27)-C(30)
C(28)-C(29)

1.523(7)
1.520(6)
1.515(7)
1.525(7)
1.500(7)
1.383(6)
1.390(7)
1.364(7)
1.388(8)
1.374(8)
1.495(7)
1.384(7)
1.483(8)
1.383(7)
1.383(7)
1.391(8)
1.373(8)
1.380(7)
1.497(7)
1.372(7)
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Tabla 8. Angulos de enlace (°) de la estructura 28a (Figura 7).

C(10)-0(1)-C(13)
C(15)-0(2)-C(12)
C(23)-0(3)-C(14)
C(6)-N(1)-C(2)
N(3)-C(2)-N(1)
N(3)-C(2)-CI(2)
N(1)-C(2)-CI(2)
C(2)-N(3)-C(4)
N(3)-C(4)-N(9)
N(3)-C(4)-C(5)
N(9)-C(4)-C(5)
0(1)-C(10)-N(9)
0(1)-C(10)-C(11)
N(9)-C(10)-C(11)
C(12)-C(11)-C(10)
0(2)-C(12)-C(13)
0(2)-C(12)-C(11)
C(13)-C(12)-C(11)
0(1)-C(13)-C(12)
0(1)-C(13)-C(14)
C(12)-C(13)-C(14)
0(3)-C(14)-C(13)
O(4)-C(15)-0(2)
0(4)-C(15)-C(16)
0(2)-C(15)-C(16)
C(17)-C(16)-C(21)
C(17)-C(16)-C(15)
C(21)-C(16)-C(15)
C(18)-C(17)-C(16)
C(17)-C(18)-C(19)

109.5(4)
116.4(4)
114.3(4)
116.2(5)
130.6(6)
115.3(5)
114.2(5)
110.0(5)
127.5(5)
127.7(5)
104.7(5)
107.9(4)
104.2(4)
115.5(4)
102.2(4)
112.0(4)
104.2(4)
103.1(4)
106.7(4)
109.2(4)
114.9(5)
108.6(4)
122 5(5)
125.8(5)
111.7(5)
118.8(5)
123.1(5)
118.2(5)
119.9(5)
122.5(6)

C(6)-C(5)-N(7)
C(6)-C(5)-C(4)
N(7)-C(5)-C(4)
N(1)-C(6)-C(5)
N(1)-C(6)-CI(1)
C(5)-C(6)-CI(1)
C(8)-N(7)-C(5)
N(7)-C(8)-N(9)
C(8)-N(9)-C(4)
C(8)-N(9)-C(10)
C(4)-N(9)-C(10)
C(20)-C(19)-C(18)
C(20)-C(19)-C(22)
C(18)-C(19)-C(22)
C(19)-C(20)-C(21)
C(20)-C(21)-C(186)
0(5)-C(23)-0(3)
0(5)-C(23)-C(24)
0(3)-C(23)-C(24)
C(25)-C(24)-C(29)
C(25)-C(24)-C(23)
C(29)-C(24)-C(23)
C(24)-C(25)-C(26)
C(27)-C(26)-C(25)
C(26)-C(27)-C(28)
C(26)-C(27)-C(30)
C(28)-C(27)-C(30)
C(29)-C(28)-C(27)
C(28)-C(29)-C(24)

134.7(5)
113.9(5)
111.4(5)
121.6(5)
118.7(5)
119.7(5)
103.8(5)
114.8(5)
105.3(4)
127.5(5)
127.2(5)
117.2(6)
119.7(6)
123.2(6)
121.5(6)
120.1(5)
121.4(6)
127.5(6)
111.0(5)
117.8(6)
116.5(6)
125.7(5)
121.0(6)
120.7(6)
118.0(6)
121.8(5)
120.2(6)
121.7(6)
120.7(5)
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Espectro 12. IR (CHCI,) de 2-desoxi-3,5-di-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofurandsido de metilo (12b).
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Espectro 17. IR (KBr) de 2-cloro-6-amino-9-(2’-desoxi-3', 5'-di-O-p-toluil-3-D-eritro-pentofuranosil)purina (41).
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Espectro 20. IR (KBr) de 2-cloro-6-amino-9-(2’-desoxi-3’-O-p-toluil-B-D-eritro-pentofuranosii)purina (42).
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Espectro 23. IR (KBr) de 2-cloro-6-amino-9-(2’-desoxi-5'-O-p-toluit-B-D-eritro-pentofuranosil)purina (43).

90



(g¢) euund(jisoueinjojuad-oue-g-¢-Ixosap-g)-6-oulwe-g-0102-g ap (°p-OSNA “ZHW 00€) H, NWY '$2Z oloads3

Eﬂ__:_: o1 oz oF or o¥ e o8 s
¥ | |
anlI

d.2-H
1-H
| |
W ESH HO($)D .
B
HO(£)D
{
& 2 5 2 g 3
g 58 8 : 3
|
: it -
= HN  8-H
(0]
1D, N
/N _ Zv OH
N

-
]
- SHN
w

o1




'(6€) eunnd(jisoueinjojuad-ojua-Qq-¢-xosap-,z)-6-oulwe-9-010jo-g ap (°p-OSINIA ‘ZHW G2) Dc. NWY 'GZ 0oadsg &

wdd 52 05 5t 001 2 o5t
1

I L k 1 1

. TY Y ﬁ ~y ﬁ _

HO
12 N N
/_\\\ 4 v OH
N /
/ z
“HN
[ ) () W (3 ) B B [s}) ~d n m - w a1 n
OO WWwmo oo o —_— o ) ~J o j{a} [ 2 (S RN S ) )
O WMWY aO W m ~ m W - @ O v o
~SN Mt MO oD O b [n 1} n ~J o ) [4;] o~
N W L)W~ U ~J fla) - n n [T>] [ TR 1 - B




93

‘(gg) euund(jisoueinjojuad-onue--{-xosap-,z)-6-oule-g-010j9-zZ ap (,gvd) W3 ‘9z ojoads3

5.1 (511 @32 ave faze % 51 1] 25 ] 2141 a2l
Ry

-

48

21

a3 e 8z B
1
t

. m I ______é_ IR

¥F] 22 ) (44 202 ogr

18] - ar

|- BE

i

8s

- as

3¢ - B2

par Na N




18’189
p— T
— s — ¥SFO0) -
e — BL'¥G0l v
— 8860}
— 89'62Z}
-_——
e eroLel
— — %'m‘
—— - gl
reoer SE vt i ‘%
—— — LT 1651

== — |§'ZEBI

X

2000

WWavenumber cm-1

z 4
: £
I
(@
o]
I
— lZz'8eaz g
— leeiee
— SFEOZE
— D0L'8ZEE
— T)'s6te
A)
T T T T T T g
06 o8 0 08 0% oy

[2%] souspusUBLL

Espectro 27. IR (KBr) de 2-cloro-6-amino-9-(2’-desoxi-f-D-eritro-pentofuranosil)purina (35).
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Espectro 31. IR (KBr) de 2-aliloxi-6-amino-9-(2’-desoxi-p-D-eritro-pentofuranosil)purina (36).
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