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ABSTRACT

The appearance of antimicrobial resistances and the emergence of unknown
viruses and bacteria is one of the major health problems globally. Therefore, the research

and development of possible new treatments is considered essential.

In the search for new antimicrobial drugs, N-azanucleosides are a very promising
family of compounds. In fact, many of them have displayed promising bioactivities, by
inhibiting key viral and bacterial enzymes. In order to advance in these studies, it is
necessary to have simple, direct and inexpensive synthetic routes that readily provide
important collections of compounds for biological screenings.

This work uses a recently developed methodology that enables the preparation of
N-azanucleosides from commercial a-amino acid derivatives. Through this synthetic
route, a collection of six N-azanucleosides was prepared, starting from commercial L-
proline and L-trans-hydroxyproline derivatives, for antiviral evaluation. In the process,
basic synthetic protocols in organic chemistry were used, the compounds were purified
by chromatography and characterized using mainly Nuclear Magnetic Resonance and
mass spectrometry. Finally, a first screening of antiviral activity was performed to

determine structure-activity relationships.
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INTRODUCCION.

La aparicion de nuevos virus y bacterias, asi como el desarrollo de resistencias a
los tratamientos antimicrobianos ya existentes son dos de los principales problemas a los
que se enfrenta la medina moderna.! Seglin la OMS, la resistencia a los antimicrobianos
es una de las mayores amenazas para la salud publica en los proximos afios.? En la
actualidad existe multirresistencia a gran nimero de microorganismos y se han realizado,
y se estan realizando, estudios para encontrar los mecanismos y causas que hacen posible
esta resistencia, con el fin de poder sintetizar nuevos productos para hacerle frente.’
Ademas, en los ultimos afios los virus han afectado de forma muy importante a la salud y
la economia mundial. Ejemplo de ello son los brotes de gripe A, de ébola y la actual
pandemia debida al SARS-CoV>. El desconocimiento de estos nuevos patdgenos hace
que en una primera etapa no haya un tratamiento adecuado, dejando panoramas tan
desoladores como el que estamos viviendo con miles de muertos alrededor del mundo.
Debido a esto, es necesario que la investigacion dedique mayores esfuerzos a la busqueda
de nuevos productos antivirales y antibacterianos con el fin de reducir el impacto de
futuros brotes.

En la blsqueda de nuevos antivirales y antibidticos tienen gran interés los
azanucledsidos. Se trata de analogos de nucleodsidos en los que el anillo de furanosa es

sustituido por una cadena o un anillo que contiene nitrégeno (Figura 1).*

OH
O _Base Re ~Base
N-espaciador
HO  ©OH
Nucleésido Aza-nucleédsido

Figura 1. Diferencia estructural entre nucleésido y azanucledsido.*

Muchos azanucle6sidos poseen actividades bioldgicas interesantes. Por ejemplo,
algunos son inhibidores de la enzima PNPR® (fosforilasas de nucledsidos de purina), lo
que les convierte en un tratamiento potencial de enfermedades tales como linfomas,
enfermedad de Crohn, psoriasis, artritis reumatica, etc. También, algunos analogos son
inhibidores de enzimas tales como las fosforilasas de nucledsidos de pirimidina®®, las
transferasas de oxopurina fosforribosilo (figura 2)°%, la fosforilasa de metiladenosina
(MTAP) y la nucleosidasa de metiladenosina (MTAN)?4 jugando asi un papel



importante en tratamientos potenciales para diversos tipos de canceres y como
antibacterianos. En cuanto a su actividad antiviral, varios analogos de azanucledsidos son
inhibidores de la transcriptasa inversa,*> por lo que presentan actividad anti-VIH. Otros
inhiben la replicacion del ARN del virus de la Hepatitis C.1" Algunos también presentan
actividad contra los virus de la vacuna®® o el herpest® o inhiben la expresion del oncogen
virico HTLV1.%
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Figura 2. Azanucledsidos activos frente a malaria.°

Entre los azanucledsidos bioactivos mencionados se encuentran: los N-
azanucleosidos, donde un iminoazucar va unido a una base nitrogenada (Figura 3), y los
C-azanucledsidos, donde el iminoaztcar se une a un anillo heteroaromatico.??> Un
ejemplo de N-azanucleésido es el andlogo de timidina 3, que permite estabilizar
oligonucledtidos frente a las enzimas que los degradan, como las 3’-exonucleasas.?
Como ejemplo de C-azanucledsido se encuentra la inmucilina-H 4,%* que se esta
estudiando clinicamente para tratar enfermedades con proliferacién descontrolada de
células-T. Un caso intermedio es el del andlogo de adenosina 5, que incorporado al DNA

(estructura 6), produce una fuerte inhibicion de la glicosidasa del DNA MutY.?
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Figura 3. Azanucledsidos con importante actividad biolégica.*

El grupo de Sintesis de Farmacos y Compuestos Bioactivos (SFCB) del Instituto
de Productos Naturales y Agrobiologia (IPNA) del Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas (CSIC) ha desarrollado una via de sintesis directa de N-azanucledsidos a partir
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de precursores econdmicos y estables.* Esta via de sintesis consiste en la descarboxilacion
radicalaria de derivados de aminodcidos ciclicos (7) (por ejemplo, la prolina), generando
un ion iminio intermedio (8) que es atrapado por una base nitrogenada sililada (purina,
pirimidina, derivados de benzotriazoles, etc). De esta manera se obtienen los

azanucledsidos de interés (9), en condiciones de reaccion suaves y buenos rendimientos.

Descarboxilacion—Oxidacion—Adicion de la base

o DIB, I, P
0 S Z@ = s
z O Y4 Z
7 L 8 i 9

Y = H, O-acilo, O-alquilo, etc
Z = acilo, carbamato

Esquema 1. Sintesis de N-Azanucle6sidos a partir de a-aminoacidos.

La versatilidad de la reaccion permite, variando los amino&cidos de partida y la
base nitrogenada sililada utilizada en el proceso de adicion, generar una interesante

coleccidn de compuestos para estudios estructura-actividad. Pero hasta ahora, no se habia

estudiado la actividad antiviral de los azanucledsidos obtenidos.



OBJETIVOS.

e Resintetizar varios analogos de N-azanucledsidos, a partir de derivados de los

aminoacidos comerciales L-prolina y L-trans-hidroxiprolina, aplicando la
metodologia explicada anteriormente. Se trata de poner en préactica protocolos
sencillos de sintesis, asi como técnicas de extraccion basicas en quimica organica.

e Purificar los productos obtenidos haciendo uso de las técnicas cromatogréaficas
adecuadas.

e Comprobar la estructura de los compuestos utilizando principalmente Resonancia
Magnética Nuclear y espectrometria de masas. También se utilizaran su analisis
elemental, actividad Optica, espectro infrarrojo, etc.

e Preparar muestras para la realizacion de los correspondientes ensayos antivirales
y antimicrobianos.

e Interpretar los resultados obtenidos del primer cribado de actividades y extraer

relaciones estructura-actividad.



RESULTADOS Y DISCUSION.

En un trabajo anterior del grupo se describia una metodologia para preparar N-
azanucleosidos, pero no se determinaron sus actividades antimicrobianas. Por ello, se han
resintetizado seis compuestos optimizando las condiciones, con el fin de contar con
suficientes cantidades de compuestos puros para los ensayos biologicos. Concretamente
se ha planteado la sintesis de los derivados de timina (10 y 11A/B), yodo- y flaor-uracilo
(12A/B y 14A/B), O-bencil-adenina (13A/B) y benzotriazol (15A/B), incluidos en la
Figura 4.

Con objeto de poder extraer relaciones estructura-actividad, se han elegido
azanucledsidos en las que varian dos aspectos: por un lado, la base nitrogenada
(pirimidinas, purinas y benzotriazol) y, por otro lado, el anillo pirrolidinico, el cual no
presenta sustituyentes en el compuesto 10, mientras en el resto de azanucledsidos presenta
sustituido el carbono C-4 (OAc o OBz).
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AcO, o AcO, 0
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.

Figura 4. Productos sintetizados para estudios antivirales.



Para sintetizar los derivados de azanucledsidos elegidos se ha empleado la
metodologia ya comentada en la introduccion, utilizando como precursores en el proceso

los derivados de prolina e hidroxiprolina 16—18 (Figura 5) disponibles en el laboratorio.

Meoko Meoko
16 17 18
Derivado de Prolina Derivados de Hidroxiprolina

Figura 5. Precursores derivados de L-prolina y de L-trans-hidroxiprolina.

Los tres sustratos se sometieron al proceso secuencial

descarboxilacion—oxidacion—adicion de base nitrogenada mostrado en el Esquema 2.

Y Descarboxilacion—Oxidacion— Y
Adicién de la base
?
N OH N @
z O z
10-15
17-18
Y A
Y = OAc, OBz Z—>\ ----------- > Ac. Lewis, @
Z = COOMe OMe CH,CN
N
DIB, I, hy 4 A
CHyCl, 23 <o MeOH
_ y y _
’/\ - COZ ox ACO_
e > ; \ > 2 5 _
| I I !
z O z z
19 20 21 22 ]

Esquema 2. Descarboxilacién—oxidacion—adicién de una base nitrogenada sililada.

Asi, los precursores se trataron con DIB y yodo, en presencia de luz visible. Bajo
esas condiciones, el grupo carboxilo gener6 un O-radical (19, Esquema 2), que
evoluciono por escision del enlace o, B. EI C-radical resultante (20), en las condiciones
de reaccion, se oxidd formandose un ion iminio (21), que finalmente fue atrapado por

iones acetato del medio de reaccion para dar los N,O-acetales (22). Entonces se afiadid
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MeOH a la reaccién. Este alcohol reacciona con los N,O-acetales (22) formando o-
metoxipirrolidinas (23), intermedios de reaccion mas estable, y, ademas, contribuye a la
eliminacion del exceso de DIB y I> de la descarboxilacion. Tras una hora de reaccion se
procedid a sustituir el CH>Cl> por un disolvente més polar como es el CH3CN (para
favorecer la solubilidad de las bases nitrogenadas sililadas) y, finalmente, se afiadié un
acido de Lewis, para regenerar el ion iminio intermedio (21) y atraparlo con la base
nitrogenada sililada comercial o disponible en el laboratorio.

Los resultados obtenidos en el proceso de sintesis se resumen en la Tabla 1.

Como puede observarse en todos los casos el proceso transcurrio de la forma
esperada obteniéndose rendimientos globales entre 60-85 %, lo que demuestra que,
aunque el proceso consta de varios pasos en cadena, todos ellos transcurren con

excelentes rendimientos.

El compuesto 10, derivado de prolina, se obtuvo como mezcla racémica. Con los
otros dos sustratos de partida, que presentan un centro estereogénico en el anillo de
pirrolidina, se observo cierta estereoselectividad entre los productos aislados

predominando siempre el isomero 2,4-cis.

Las estructuras de todos los compuestos sintetizados se confirmaron mediante
técnicas de RMN H y 3C. Como la mayoria de los carbamatos derivados de prolina,
nuestros azanucleésidos se presentan como mezclas de rotameros a temperatura
ambiente, por lo que hubo que recurrir a realizar los espectros de RMN a 70 °C para
mejorar su caracterizacion. En este caso se simplifican las sefiales y se facilita mucho la

interpretacion de los espectros.
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Tabla 1. Resultados del proceso de sintesis.

Precursor Nucleotfilo Productos Rendimiento
. o)
N o O««N)LNH
/& oH | Trimetilsilil- N 83%
MeO™ O timina P
MeO~ ~O
16 -
AcO, AcO o
S T2 S A 2aans
<>N>\/( Trimetilsilil- N2 N~ NH 39% ,4-trans:
OH | timina ~ /0 -
o N0 NN K(& B. 2,4-cis: 48%
17 1
ACO/, ACO/, 0
o) i :
Q\( Trimetilsilil-5- Q\N»\NH ?6% 2,4-trans:
OH | iodouracilo \Q(&o -
oo o e N0 | B. 2,4-cis: 47%
17 12
ACO/, AcO NEN
/ N
o il / A 2,4-trans:
XN . ) :
Q\( Trimetilsilil-6- O\Né/kom 1%

benciloxipurina

B. 2,4-cis: 34%

MeO™ O MeO™ N0
17 13
BzO, BzO, 5
o] ; :
Q\( Trimetilsilil-5- Q\N»\NH '2°~7% 2,4-trans:
OH | fluorouracilo geso o
S N ( B. 2,4-cis: 40%
e 14
AcQ, AcO,
© imetilsili N=N A.  24-trans:
Q\& penzotriazol &Q 5%
Meo/go MeO™ X0 B. 2,4-cis: 43%
17 15

Como ejemplo, se comenta a continuacion la caracterizacion del compuesto 13B.
En los espectros de RMN de 'H y 3C de este compuesto se distinguen dos zonas
claramente diferenciadas. Una de ellas corresponde a las sefiales del anillo de pirrolidina
(0w 1-6 y 8¢ 40-70) y la otra a la base nitrogenada (&+ 8 y 8¢ 120—160), actuando como

separacion entre ambas el CHz del grupo bencilo (64 5.67 y 8¢ 69.8).
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'H-RMN del compuesto 13B.
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Cabe destacar que los
experimentos *H-RMN y 8C-RMN se
1H en MeOD a 70 °C realizaron a26°C y a 70 °C. Y es que este
tipo de compuestos con grupos amino
trisustituidos, con frecuencia aparecen
como mezclas de rotdmeros a 26 °C. En
estos casos, las sefiales se suelen
simplificar al calentar, debido a esto se
realizaron a 70°C.

’L*.,L —_J . L4l

1 1 2 3 1 2 1 2 3 1 1 3
e — = Hl Ll Hl = — — =) =

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15

Chemical Shift (ppm)
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Ampliaciones a 70 °C
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Tabla 2. Caracterizacién *H-RMN

Sefial tH-RMN

Comentario

1.86 (s, 3H, COMe)

Singlete que integra 3H. Debido a su desplazamiento quimico,
se trata del metilo unido a un carbonilo por lo tanto se
corresponden a los hidrégenos del grupo COMe.

2.51(dd, J=2.9,15.1
Hz, 1H, 3°-Hb)

Doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Por su
multiplicidad y desplazamiento se sospecha se trata de uno de
los protones en posicion 3’ del anillo pirrolidinico. Los
experimentos COSY y HSQC, como veremos, demuestran que
la asignacién es correcta.

2.82 (ddd, J = 5.5,
7.4, 15.0 Hz, 1H, 3’-
Ha)

Doblete de doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Por
su multiplicidad y desplazamiento debe tratarse del otro protén
en posicion 3’ del anillo pirrolidinico.

3.65 (s, 3H, OMe)

Singlete que integra 3H. Su desplazamiento quimico se
corresponde un metilo unido a un heteroatomo, por lo tanto se
trata de los hidrogenos del grupo OMe.

3.92 (ddd, J = 2.0,
12.3 Hz, 1H, 5’-Ha)

Doblete de doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Por
su multiplicidad y desplazamiento debe tratarse de uno de los
protones en posicion 5’ del anillo pirrolidinico.

14
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3.96 (dd, J=4.6,12.3
Hz, 1H, 5°-Hb)

Doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Por su
multiplicidad y desplazamiento se trata del otro proton en
posicion 5°. Se comprueba con el COSY.

539 (m,J=1919,
45, 45 Hz, 1H, 4’-

Multiplete que integra por un hidrogeno alifatico. Su
multiplicidad y desplazamiento sugieren que se trata del

H) hidrogeno en posicién 4’ del anillo pirrolidinico.
5.67 (s, 2H, | Singlete que integra 2H. Debido a su desplazamiento quimico
OCH:zPh) y a que se trata de un singlete, la sefial se corresponde a los

hidrdgenos del grupo protector O-CH,-Ph.

6.51 (dd, J = 1.5, 7.5
Hz, 1H, 2°-H)

Doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Por su
desplazamiento quimico y su multiplicidad se trata del
hidrogeno en posicion 2’ del anillo pirrolidinico, bastante
desapantallado debido a la accion de los dos nitrogenos
contiguos. Presenta sefial COSY con los dos protones 3.

7.28(dd, J=73,7.3
Hz, 1H, 4-Ph-H)

Doblete de doblete que integra por 1H alifatico. Debido a su
multiplicidad y su desplazamiento quimico se deduce que se
trata del hidrégeno unido a la posicion 4 del anillo aromatico.

7.34(dd, J=7.1, 7.7
Hz, 2H, 3,5-Ph-H)

Doblete de doblete que integran 2H alifaticos equivalentes. Por
su multiplicidad y desplazamiento quimico se deduce que se
tratan de los hidrégenos equivalentes unidos a la posicion 3y 5
del anillo aromatico.

751 (d, J = 7.3 Hz,
2H, 2,6-Ph-H)

Doblete que integra 2H alifaticos equivalentes. Atendiendo a
su multiplicidad y desplazamiento quimico, se deduce que se
tratan de los hidrogenos equivalentes unidos a la posicion 2y 6
del anillo aromatico.

8.30 (s, 1H, 8-H)

Singlete que integra 1H alifatico. Por su desplazamiento
quimico y debido a que se trata de un singlete, la sefal
corresponde al hidrogeno unido en la posicion 8 de la purina.

8.51 (s, 1H, 2-H)

Singlete que integra 1H alifatico. Debido a su desplazamiento
quimico y debido a que se trata de un singlete, la sefial
corresponde al hidrogeno unido en la posicién 2 de la purina.

15



13C-RMN del compuesto 13B.
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Tabla 3. Caracterizaciéon **C-RMN

Sefial *C-RMN
(ppm)

Comentario

21.7 (CHs, COMe)

Su dc indica que la sefial se trata del metilo unido al carbonilo
del grupo OAc.

39.6 (CHz, 3'-C)

Se trata de un CH: alifatico cuyo &c¢ indica que se trata del 3’-
C. En el HSQC se comprueba su relacion con los protones 3.

53.7 (CH3, OMe)

Su dc indica que se trata de un metilo unido a un heterodtomo
por lo que se corresponde con el CHz unido al oxigeno.

54.4 (CH2, 5'-C)

Se trata de un CH2 alifético cuyo &¢ indica que se trata del 5°-
C

69.76 (CH, 2'-C)

CH alifatico cuyo oc indica que se trata del 2°-C pues su
desplazamiento quimico corresponde a un C-N.

69.81 (CH2, PhCH))

CHoaliféatico cuyo &c indica que se trata del CH2 del grupo O-
CH2-Ph.  Se  encuentra  desapantallado por la
electronegatividad del oxigeno.

73.5 (CH, 4'-C) Por su desplazamiento quimico se trata del 4’-C pues su
desplazamiento quimico corresponde a un C-O.
122.5 (C, 5-C) C alifatico cuyo dc indica que se trata del 5-C del anillo

aromatico.

129.2 (2 x CH, Ph-C)

Dos CH alifaticos equivalentes pertenecientes al grupo fenilo.

129.4 (2 x CH, Ph-C)

Dos CH alifaticos equivalentes pertenecientes al grupo fenilo.

129.5 (CH, 4-Ph-C)

CH aalifatico cuyo &c indica que se trata del 4-Ph-C.

137.7 (C, 1-Ph-C)

C alifatico que corresponde al 1-Ph-C del grupo fenilo.

142.8 (CH, 8-C)

CH alifético cuyo &c indica que se trata del 8-C ya que se
encuentra desapantallado por la accion del nitrégeno contiguo.

152.8 (C, 4-C)

C alifatico cuyo &c indica que se trata del 4-C ya que se
encuentra desapantallado por la accion de los dos nitrégenos.

153.1 (CH, 2-C)

C alifatico cuyo oc indica que se trata del carbono en posicion
2 de la base nitrogenada. El desapantallamiento es debido a la
accion del nitrogeno.

161.0 (C, MeOCO)

Su ¢ indica que se trata del carbonilo del grupo MeOCO.

162.4 (C, 6-C)

C alifatico cuyo oc indica que se trata del carbono en posicion
6 de la base nitrogenada. Se debe al desapantallamiento
producido por los nitrégenos y los dobles enlaces.

171.6 (C, MeCO)

Su &c indica que se trata del carbonilo del grupo MeCO.
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COSY del compuesto 13B.
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En el experimento COSY se observan dos espectros de
proton, uno en horizontal y otro en vertical. Las sefiales de COSY
establecen la relacion entre cada protén de la moléculay los protones
contiguos o geminales con los que se acopla lo que permite
establecer la secuencia CHn de la en la estructura.

»
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HSQC del compuesto 13B.
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En el experimento HSQC se ve el experimento de protén en
horizontal y el de carbono en vertical. Las sefiales de HSQC relacionan
cada carbono con sus respectivos protones, con lo que nos permite
asignar correctamente las sefiales de ambos espectros en combinacién
con el COSY.
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IR del compuesto 13B.
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En el espectro de infrarrojo se observan bandas de
absorcion caracteristicas de cada grupo funcional presente en
la molécula. En este caso destacan las bandas de absorcion en

1739 y en 1719 cm™ correspondientes a los carbonilos.
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Anélisis elemental del compuesto 13B.

Servicio de Analisis Elemental
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

% 'fg Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia
2588 | Avda. Francisco Sanchez, 3

‘3 “"*_138206 La Laguna

B &
=== |S/C de Tenerife (Espana)
1_G_S_I_C__ Tfno. 922 25 21 44 - 922 25 32 48
FAX 922 26 01 35
37 R61.5 Carbon
|
583
|
1
429 |
(mVolt) H
27.5 '
‘/4}).\0 Nitrogen
214 | ‘ \ 231.0 Hydrogen
I\ —
‘33: : B i - SEEE | — ’f T T =
0.0 160.0 320.0 (sec) 480.0 640.0
Element Name Ret . Time Area BC Area
Nitrogen 16.7092 40 595454 FU 9
Carbon 58.5783 62 5822465 FU 1
Hydrogen 5.4140 231 1682131 RS 3

S—

800.0
ratio K factor
778187 .170004E+!
000000 .474964E+!
.461363 .149034E+!

nitrégeno (16,71%), carbono (58,57%) e hidrégeno (5

empirica propuesta para el N-azanucle6sido 13B.

El andlisis elemental nos proporciona el porcentaje de
41%)
del compuesto. Estos porcentajes concuerdan con la formula
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Espectro de masas del compuesto 13B.
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En lo relativo a la espectrometria de masas, en el espectro
realizado mediante la técnica de impacto electronico se observan varios
picos. EI méas alto corresponde al ion molecular del compuesto (411
g/mol), y el resto a pérdidas de fragmentos caracteristicos. Por ejemplo,
el pico observado a 126 corresponde al ion molecular menos la base

nitrogenada y el grupo acetato.




Evaluacion de la actividad bioldgica.

Una vez caracterizados e identificados los distintos compuestos, se realizd la
evaluacion bioldgica de los mismos con el fin de averiguar si poseian actividad antiviral.
Estos estudios se realizaron en colaboracién con la Universidad de Lovaina (Bélgica).

Dado el interés del covid y su trasmision a gatos y otros felinos, se realiz6 un
estudio con un coronavirus relacionado, pero de menor trasmisibilidad. Para ello se
infectaron células de rifion de gato Crandell-Rees (CRFK) con coronavirus felino. En
primer lugar, se determiné la citotoxicidad de los compuestos sobre las células CRFK,
por medio de la CC50, que es la concentracion que reduce la viabilidad de las células en
un 50 %. La viabilidad se determind con el ensayo colorimétrico MTS. Las células viables
oxidan el compuesto a formazan y la intensidad del color se mide en un colorimetro. Los
compuestos no mostraron efectos toxicos a dosis superiores a 100 pug/mL. Comprobado
este punto, se trataron las células infectadas con distintas concentraciones de los
compuestos, para determinar la EC50, es decir, la concentracion necesaria para reducir
en un 50 % la citopatogenicidad inducida por el virus. De nuevo, la viabilidad celular se
midié con el ensayo MTS basado en formazan. Desafortunadamente, los compuestos

ensayados no mostraron actividad en este ensayo.

Tabla 4. Resultados evaluacion contra el coronavirus felino en células CRFK.

Compuestos CCs0? (ug/ml) ECso® (ug/ml)
10 >100 >100
11A >100 >100
11B >100 >100
12A >100 >100
12B >100 >100
11A >100 >100
13B >100 >100
14A >100 >100
14B >100 >100
15B >100 >100
HHA >100 44.7
UDA >100 9.7

ECso”. Concentracion necesaria para producir citotoxicidad en el 50% de las células.
ECs0oB. Concentracion necesaria para eliminar el 50% del virus.
Células CRFK: Células de rifion de gato Crandell-Rees.

A continuacion, se probaron tres virus, patdgenos para el ser humano, que

infectaron células humanas HelLa (linea de células de tumor humano de ovario, de rapido
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crecimiento). Primero se determind que los compuestos no presentaban citotoxicidad

sobre estas células (alteraciones detectables de la morfologia celular) a concentraciones

iguales o superiores a 100 pg/mL. Luego se realizaron las actividades antivirales contra el

virus de la estomatitis vesicular, coxsakie B4 y virus respiratorio sincitial. Para ello se

determiné la EC50, usando como controles positivos Ribavirina y (S)-DHPA, y como

control negativo a la Brivudina.

Tabla 5. Resultados evaluacion antiviral en cutivos celulares Hela .

ECso® (ug/ml)
Compuestos Concentracion Virus Virus coxsakie Virus
minima estomatitis B4 respiratorio
citotoxica” vesicular sincitial
(Mg/mL)

10 >100 >100 >100 >100
11A >100 >100 >100 >100
11B >100 >100 >100 >100
12A >100 100 >100 >100
12B >100 >100 >100 >100
13A 100 >20 >20 >20
13B >100 >100 >100 >100
14A >100 >100 >100 >100
14B >100 >100 >100 >100
15B >100 >100 >100 >100

Brivudin (uM) >250 >250 >250 >250
(S)-DHPA >250 30 >250 30
(HM)
Ribavirin (uM) >250 30 150 10

Como puede observarse en la tabla, el compuesto 13A muestra unos prometedores

resultados, superiores incluso a la ribavirina. EI que los otros compuestos no presentaran

actividad sugiere que el tener una base puarica es necesario para la actividad. Por otra

parte, el isomero 13B no resulto activo, lo que indica que la configuracion del compuesto

también es clave para la actividad. Estos estudios se seguiran desarrollando en un futuro.
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MATERIALES Y METODOS.

1.  Técnicas cromatograficas.

e Cromatografia en capa fina.

La evolucidn de las reacciones y cromatografias tanto en columna como rotatoria
se monitorizaron utilizando placas de gel de silice Merck (60 F254 de 0,25 mm de
espesor). Los eluyentes empleados para realizar la cromatografia se especifican en cada
caso. El revelado de las mismas se realizd de dos formas: por exposicion a la luz
ultravioleta a una longitud de 254 nm y por pulverizacién con una disolucion de
permanganato potasico (por cada litro de agua, 10 g de KMnOs, 66.7 g K2CO3y 0.85 g
NaOH) y posterior calentamiento.

e Cromatografia en columna.
Se empled esta técnica para purificar los crudos de reaccion, utilizando gel de
silice Merck 60 (0,063—0,2 mm) con gradientes de polaridad de los disolventes adecuados

para cada crudo.

e Cromatografia rotatoria.

Se realiza con un aparato Ilamado cromatotrén que utiliza un sistema de placas
circulares en los que la mezcla a resolver se separa por un proceso de cromatografia
centrifuga. Se utiliz6 una placa circular de 1 mm de grosor de gel de silice Merck (60
PF254) con yeso.

2. Técnicas de caracterizacion.

e Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los experimentos de RMN 'H y de RMN *3C se realizaron a 26 y 70°C en un
equipo Bruker, modelo Avance 11500, a 500 MHz y 125.7 MHz, respectivamente. Como
disolvente se empled metanol deuterado. Los valores de desplazamiento quimico (3) se
expresan en partes por millén (ppm), con relacion al disolvente empleado como referencia

interna, y las constantes de acoplamiento (J) en Hertzios (Hz).

e Analisis Elemental.

Se utilizd en un analizador Fisons modelo EA 1108 CHNS.
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e Espectrometria infrarroja.
Se realizo6 en un aparato Perkin-Elmer modelo 681/FTIR utilizando células de 0.2
mm. El producto se disolvio en cloroformo seco sobre gel de silice Merck que
tenia indicador de humedad.

3. Procedimiento sintético experimental.

e Procedimiento general del proceso de descarboxilacion—oxidacién—adicion

de base nitrogenada sililada.

A una solucion del derivado de prolina o de hidroxiprolina correspondiente (0.2
mmol) en CH2Cl, seco (2 mL) se le afiadi6 1> (25 mg, 0.1 mmol) y DIB (129 mg, 0.4
mmol). La mezcla de reaccion se agito tres horas a 25 °C bajo irradiacion con luz visible.
Entonces, se le afiadi6 MeOH (0.25 mL) y se continu6 con la agitacion durante 30
minutos. El disolvente se evaporé a vacio y el residuo se redisolvio en MeCN seco (2
mL). La mezcla se enfri6 hasta 0°C, se afiadié BF3*OEt> (51 mL, 0.4 mmol) y se le afiadid
la base nitrogenada correspondiente en cada caso. Después de agitar durante una hora, la
mezcla se vertio sobre una solucion de Na2S203 acuoso al 10% y de NaHCO3 acuoso
saturado (1:1) y se extrajo con CH2Cl». La fase orgéanica se sec6 con NaxSO, se filtro y
se evaporo al vacio. El residuo se purific6 mediante una columna cromatografica de silica

gel (hexano/EtOAc) dando lugar los azanucledsidos (10—-15).

. 1-(N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil)timina (10). Obtenido como mezcla
racémica a partir de N-metoxicarbonil-L-prolina (16) y bis(trimetilsilil)timina de acuerdo
con el procedimiento general del proceso secuencial de

descarboxilacién—oxidacion—adicion de base nitrogenada sililada.

1-(N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil)timina (10). Dos rotdremos 26 2C (1.5:1); un rotdmero a 70 2C; solido cristalino;
mp 219-221 2C (en MeOH); IR (neto) vmax 3394, 1703, 1684, 1379, 1224 cm™*. *H NMR (d-DMSO, 500 MHz, 70 2C): &
= 1.78 (s, 3H), 1.85-1.95 (m, 3H), 2.20-2.30 (m, 1H), 3.45 (ddd, J = 7.2, 7.4, 10.8 Hz, 1H), 3.60 (s, 3H), 3.67 (ddd, J =
4.9,7.2,10.4 Hz, 1H), 5.94 (dd, J = 2.5, 7.1 Hz, 1H), 7.24 (s, 1H), 10.90 (br s, 1H) ppm. 33 NMR (d-DMSO0, 125.7 MHz,
70 9C): & = 11.5 (CHs), 21.7 (CH,), 31.6 (CH,), 46.7 (CH,), 52.0 (CHs), 69.8 (CH), 108.4 (C), 135.9 (CH), 149.8 (C), 154.0
(C), 163.6 (C) ppm. MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 253 (1) [M*], 128 (100) [M* + H - thymine], 126 (9) [thymine]*. HRMS (EI,
70 eV): calculado para Cy1H1sN304 253.1063; encontrado 253.1069; calculado para CgH1oNO, 128.0712; encontrado

128.0712. Cy1;H15N304 (253.26): calculado € 52.17, H5.97, N 16.59; encontrado € 52.49, H 6.19, N 16.28.
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e 1-[(2S,4R)-(11A) vy 1-[(2R,4R)-4-acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil]
timina (11B). Obtenido a partir de 4-acetoxi-N-(metoxicarbonil)-prolina (17) y
bis(trimetilsilil)-timina segin el procedimiento general del proceso secuencial de
descarboxilacién—oxidacion—adicion de base nitrogenada sililada. Los productos

fueron purificados por cromatografia en columna (hexano/EtOAc, 1:1).

1-[{2S,4R)-4-acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil]timina(11A). Dos rotdameros a 26 2C (5:1), un rotamero at 70 °C;
aceite incoloro; [o]p +4.7 (€ 0.32, MeOH); IR(neto) vmax = 3391, 1738, 1714, 1687, 1387, 1244 cm™. *H NMR (CD;0D,
500 MHz, 70 2C): &= 1.88 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.55 (br dd, J = 4.9, 6.5 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.72 (d, 4 = 13.3 Hz, 1H),
3.97 (dd, J = 4.8, 12.2 Hz, 1H), 5.38 (dddd, J = 1.7, 4.2, 4.5, 4.6 Hz, 1H), 5.99 (dd, J = 6.5, 6.8 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H) ppm.
13C NMR (CD;OD, 125.7 MHz): rotdmero mayoritario & = 12.3 (CHs), 20.9 (CH3), 37.7 (CH,), 53.5 (CH3), 54.0 (CH,),
72.1 (CH), 73.6 (CH), 111.0 (C), 140.7 (CH), 152.1 (C), 156.7 (C), 166.5 (C), 172.1 (C) ppm; rotdmero minoritario & =
12.4 (CHs), 21.0 (CH3), 38.8 (CH3), 53.6 {CH3), 54.1 (CH,), 72.1 (CH), 74.2 (CH), 111.0 (C), 139.7 (CH), 152.1 (C), 156.7
(C), 166.5 (C), 172.1 (C) ppm. MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 311 (<1} [M*], 126 (100) [M* - (thymine + MeCO,)]. HRMS (El,
70 eV): calculado para C13H17N3Og 311.1117; encontrado 311.1107; calculado para CsHgNO, 126.0555; encontrado
126.0559. Cy3H17N306 (311.29): calculado C 50.16, H 5.50, N 13.50; encontrado C 50.22, H 5.64, N 13.37.

1-[(2R,4R)-4-acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil]Jtimina(11B). Aceite incoloro; dos rotameros a 26 °C (5:1), un
rotamero a 70 °C; [a]p + 61.4 (c 0.49, MeOH); IR (neto) vmax 3393, 1743, 1716, 1686, 1379, 1237 cm™™. H NMR
{CD;0D, 500 MHz, 70 2C): & = 1.90 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 2.18 (ddd, J = 1.5, 1.5, 1.5, 14.7 Hz, 1H), 2.66 (ddd, J = 5.7,
7.7,15.3 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.80 (ddd, J = 1.6, 1.6, 12.3 Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 4.7, 12.4 Hz, 1H), 5.31 (dddd, J = 1.7,
2.4, 4.9, 5.2 Hz, 1H), 6.13 (dd, J = 1.5, 7.7 Hz, 1H), 7.40 (s, 1H) ppm. ¥C NMR (CDsOD, 125.7 MHz): rotamero
mayoritario &z = 12.4 (CHs), 21.0 (CH3), 38.9 (CHa), 53.8 (CH), 54.6 (CH,), 71.6 (CH), 73.7 (CH), 110.2 (C), 138.1 (CH),
152.4 (C), 156.7 (C), 166.5 (C), 171.5 (C) ppm; rotamero minoritario & = 12.4 {CHs), 21.0 (CHs), 39.7 (CH,), 53.8 (CH3),
54.6 (CH,), 70.9 (CH), 72.9 (CH), 110.2 (C), 138.1 (CH), 152.1 (C), 156.7 (C), 166.5 (C), 172.1 (C) ppm. MS (El, 70 eV):
m/z (%) = 311 (<1) [M*], 219 (8) [M* - (MeCO,H + MeOH)], 186 (9) [M* + H - thymine], 126 (100) [M* - (thymine +
MeCO;)]. HRMS (EI, 70 eV): calculado para Ci3H:7N3Og 311.1117; encontrado 311.1129; calculado para CeHsNO>
126.0555; encontrado 126.0554., C13H,7N30¢ (311.29): calculado € 50.16, H 5.50, N 13.50; encontrado C 50.33, H 5.58,
N 13.33.

e 1-[(25,4R)- (12A) y 1-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-Metoxicarbonil-2-pirrolidinil]-5-
iodouracilo (12B). Obtenido de 4-acetoxi-N-(metoxicarbonil)-prolina (17) vy
bis(trimetilsilil)-5-iodouracilo segun el procedimiento general del proceso secuencial de
descarboxilacion—oxidacion—adicion de base nitrogenada sililada. Los productos se

purificaron mediante cromatografia en columna (hexano/EtOAc, 7:3).
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1-[(2S,4R)-4-Acetoxi-N-Metoxicarbonil-2-pirrolidinil]-5-iodouracilo(12A): Aceite incoloro; dos rotdmeros a 26 °C
(5:1), un rotamero a 70 °C; [a]p +9.1 (c 0.55, MeOH); IR(neto) vmax = 3381, 1718, 1696, 1228 cm*. *"H NMR (CDs0D,
500 MHz, 70 2C): &4= 2.02 (s, 3H), 2.55 (dd, / = 8.1, 13.8 Hz, 1H), 2.64 (ddd, /= 6.0, 6.0, 14.5 Hz, 1H), 3.70 (d, /= 13.2
Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.97 (dd, /= 4.9, 12.1 Hz, 1H), 5.36-5.41 (m, 1H), 5.95 (dd, J = 6.8, 7.2 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H) ppm.
3¢ NMR (CD;0D, 100.6 MHz): rotdmero mayoritario ¢ = 20.9 (CHs), 37.5 (CHz), 53.6 {CHs), 54.2 (CH,), 67.8 (C), 73.8
(CH), 74.4 (CH), 150.2 (CH), 151.7 (C), 156.8 (C), 163.0 (C), 172.1 (C) ppm; rotdmero minoeritario & = 20.9 (CH;), 38.6
(CH,), 53.7 (CHs), 54.3 {CH,), 67.8 (C), 73.9 (CH), 75.0 (CH), 149.8 (CH), 151.9 (C), 156.7 (C), 163.1 (C), 172.1 (C) ppm.
MS (El, 70 eV): m/z (%) = 423 (<1) [M*], 186 (29) [M* + H — 5-iodouracil], 126 (100) [M*— (5-iodouracil + MeCO,)].
HRMS (El, 70 eV): calculado para Ci2H14IN3Og 422.9927; encontrado 422.9936; calculado para CsHsNO, 126.0555;

encontrado 126.0551. C;3H14IN305 (423.16): calculado C 34.06, H 3.33, N 9.93; encontrado C 34.01, H 3.31, N 10.06.

1-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-Metoxicarbonil-2-pirrolidinil]-5-iodouracilo(12B): Aceite incoloro; dos rotameros a 26 2C
(1:1), un rotdmero a 70 °C; [a]p +34.8 (c 0.64, MeOH); IR (neto) vmax = 3381, 1710, 1688, 1212 cm™*; *H NMR (CDs0D,
500 MHz, 70 2C): & = 2.06 (s, 3H), 2.19 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.61@2.69 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.80-3.82 (m, 2H), 5.32-
5.36 (m, 1H), 6.15 (dd, J= 0.8, 7.8 Hz, 1H), 7.93 (s, 1H) ppm. **C NMR (CDs0D, 125.7 MHz, 70 2C): &c = 21.3 (CHs), 39.4
(CH,), 54.0 (CH3), 55.0 (CH,), 67.1 (C), 72.0 (CH), 73.4 (CH), 146.8 (CH), 152.2 (C), 156.8 (C), 162.6 (C), 171.5 (C) ppm.
MS (El, 70 eV): m/z (%) = 424 (1) [M* + H], 238 (5) [5-iodouracil]*, 186 (16) [M* + H — 5-iodouracil], 126 (100) [M*— (5-
iodouracil + MeCO,)]. HRMS (El, 70 eV): calculado para Ci,H15IN:O¢ 424.0006; encontrado 424.0010; calculado para
CgHsNO, 126.0555; encontrado 126.0553. C12H14IN3Og (423.16): calculado para C 34.06, H 3.33, N 9.93; encontrado C
34.36, H 3.51, N 9.88.

e 6-Benciloxi-9-[(2S,4R)- (13A) 'y 6-Benciloxi-9-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-
metoxicarbonil-2-pirrolidinil]purina (13B). Obtenido de 4-acetoxi-N-
(metoxicarbonil)-prolina (17) y (trimetilsilil)-6-benciloxipurina segun el procedimiento
general del proceso secuencial de descarboxilacion—oxidacion—adicion de base
nitrogenada sililada. Los productos fueron purificados por cromatografia en columna
(hexano/EtOAc, 7:3).

6-Benciloxi-9-[(2S,4R)-4-Acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinillpurina(13A). Dos rotameros 26 °C (2:1), un
rotamero a 70 2C; aceite incoloro; [ot]p —20.2 (¢ 0.58, CHCI3); IR (neto) vmax = 3095, 3067, 1739, 1706, 1383, 1235 cm~
1,14 NMR (CDsOD, 500 MHz, 70 2C): &1 = 2.07 (s, 3H), 2.74 (ddd, J = 2.5, 7.9, 12.5 Hz, 1H), 3.00 (ddd, /= 5.7, 5.8, 12.5
Hz, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.82 (dd, J = 6.1, 12.7 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 4.9, 12.1 Hz, 1H), 5.61-5.65 (m, 1H), 5.65 (br s, 2H),
6.46 (dd, J = 5.7, 8.0 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 7.2, 7.3 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 7.7, 7.9 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.29 (s,
1H), 8.49 (s, 1H) ppm. 3C NMR (CDsOD, 125.7 MHz, 70 ©C): &c = 20.7 (CHa), 38.7 (CH;), 53.4 (CH3), 53.8 (CH,), 69.5
(CH, + CH), 73.9 (CH), 122.7 (C), 129.0 (CH), 129.1 (2 x CH), 129.3 (2 x CH), 137.5 (C), 144.5 (CH), 152.4 (C), 152.9 (CH),
156.5 (C), 161.6 (C), 172.1 (C) ppm. MS (El, 70 eV): m/z (%) = 411 (19) [M*], 352 (22) [M* @ MeCO;], 226 (100) [6-
benzyloxypurine]*, 91 (63) [PhCH2]. HRMS (El, 70 eV): calculado para CyoH21NsOs 411.1543; encontrado 411.1537;
calculado para C12H10N4O 226.0855; encontrado 226.0850. CyoH21NsOs (411.42): calculado € 58.39, H 5.14, N 17.02;

encontrado C58.33, H5.35, N 17.18.
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6-Benciloxi-9-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil]purina(13B). Dos rotameros a 26 °C (1:1), un
rotamero a 70 2C; aceite incoloro; [a]Jp —4.5 (¢ 0.89, CHCl3); IR (neto) vmax = 3095, 3067, 1739, 1706, 1451, 1383, 1235
cmL. 1H NMR (CD;0D, 500 MHz, 70 2C): &1 = 1.86 (s, 3H), 2.51 (dd, J = 2.9, 15.1 Hz, 1H), 2.82 (ddd, J = 5.5, 7.4, 15.0
Hz, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.92 (dd, J = 2.0, 12.3 Hz, 1H), 3.96 (dd, J = 4.6, 12.3 Hz, 1H), 5.40 (dddd, J = 1.9, 1.9, 4.5, 4.5 Hz,
1H), 5.69 (s, 2H), 6.51 (dd, J = 1.5, 7.5 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 7.3, 7.3 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 7.1, 7.7 Hz, 2H), 7.50 (d, J =
7.3 Hz, 2H), 8.31 (s, 1H), 8.52 (s, 1H) ppm. 13C NMR (125.7 MHz, CDsOD, 70 2C): &c = 21.0 (CH3), 39.1 (CH>), 53.4 (CHa),
53.7 (CHa), 67.9 (CH), 68.7 (CH2), 71.9 (CH), 122.2 (C), 128.2 (2 x CH), 128.1 (CH), 128.4 (2 x CH), 136.8 (C), 140.6 (CH),
152.1(C), 152.4 (CH), 161.0 (C), 162.6 (C), 170.0 (C) ppm. MS (El, 70 eV): m/z (%) = 411 (2) [M*], 352 (4) [M* - MeCO,],
226 (36) [6-benzyloxypurine]*, 126 (100) [M* - (6-benzyloxypurine + MeCO5)], 91 (64) [PhCH,]*. HRMS (El, 70 eV):
calculado para CygH21Ns05 411.1543; encontrado 411.1556; calculado para CgHsNO; 126.0555; encontrado 126.0551.

Ca0H21NsOs (411.42): calculado € 58.39, H 5.14, N 17.02; encontrado C 58.59, H5.41, N 16.71.

e 5-Fluoro-1-[(2R,4R)-(14B) y 5-Fluoro-1-[(2S,4R)-4-Benzoiloxi-N-
metoxicarbonil-2-pirrolidinilJuracilo  (14A). Obtenido del 4R-benzoiloxi-N-
(metoxicarbonil)-L-prolina (18) y trimetilsilil-5-fluorouracilo segln el procedimiento
general del proceso secuencial de descarboxilacion—oxidacion—adicion de base
nitrogenada sililada. Los productos fueron purificados por cromatografia en columna
(hexano/EtOAc, 7:3).

L":-FIuoro-1-[{2R,4R)-4-BenzoiIoxi-N-metoxicarbonil-z-pirrolidiniI]uracilo (11B). Aceite, dos rotameros a 26 °C (1.2:1),
un rotdmero a 70 2C; [a]D +41.4 (c 1.0, MeOH); IR (neto) vmax = 3382, 1719, 1671, 1271, 1205, 1093 cm-1 . 'H NMR
(cD30D, 500 MHz, 70 oC): &= 2.40 (dd, J = 1.3, 15.4 Hz, 1H), 2.78 (ddd, J = 5.7, 7.6, 15.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.94
(dd, J = 4.8, 12.6 Hz, 1H), 3.98 (ddd, J = 1.6, 1.6, 12.3 Hz, 1H), 5.56-5.60 (m, 1H), 6.15 (ddd, J = 1.3, 1.3, 7.0 Hz, 1H),
7.42 (dd, J = 7.6, 8.2 Hz, 2H), 7.57 (dd, J = 7.6, 7.6 Hz, 1H), 7.82 (d, JFH = 7.0 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 7.0 Hz, 2H) ppm. 13C
NMR (CD30D, 125.7 MHz, 70 2C): 5C = 38.4 (CH2), 53.9 (CH2), 54.8 (CH3), 72.1 (CH), 74.1 (CH), 126.4 (CH, d, JCF =
34.9 Hz), 129.6 (2 x CH), 130.5 (2 x CH), 130.8 (C), 134.6 (CH), 141.5 (C, d, JCF = 234.1 Hz), 150.8 (C), 156.8 (C), 159.3
(C, d, JCF = 26.5 Hz), 167.1 (C) ppm. MS (El, 70 eV): m/z (%) = 248 (6) [M+ + H — 5- fluorouracil], 126 (100) [M+ — (5-
fluorouracil + PhCO2)]. HRMS (EI, 70 eV): calculado para Ci3H14sNO4248.0923; encontrado 248.0916; calculado para

CgH3NO; 126.0555; encontrado 126.0550. C17H16FN306 (377.33): calculado. C 54.11, H 4.27, N 11.14; encontrado C

54.10, H 4.57, N 10.64.

e 1-[(2R,4R)- (15B) y 1-[(2S,4R)-4-Acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil]
benzotriazol (15A). Obtenido a partir de 4-acetoxi-N-(metoxicarbonil) prolina (17) y
(trimetilsilil)-benzotriazol segun procedimiento general del proceso secuencial de
descarboxilacion—oxidacion—adicion de base nitrogenada sililada. Los productos se

purificaron mediante cromatografia en columna (hexano/EtOAc, 8:2).
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1-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil] benzotriazol(12B). Dos rotdmero a 26 2C (1:1), un rotdmero a
70 oC; aceite; [a]p +111.1 (c 0.31, MeOH); IR (neto) vmax = 1739, 1714, 1452, 1382, 1242 cm~L. H NMR (CDs0D, 500
MHz, 70 °C): Jx = 1.73 (s, 3H), 2.61 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 2.99 (ddd, J = 6.3, 7.4, 14.7 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.89 (dd, J =
2.5,12.3 Hz, 1H), 4.10 (dd, J =5.9, 12.2 Hz, 1H), 5.36-5.41 (m, 1H), 6.83 (dd, J = 2.0, 7.6 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 7.6, 7.7
Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 7.4, 8.1 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H) ppm. 13C NMR (CDsOD, 100.6
MHz): & = 21.2 (CH3/CH3), 40.1/41.1 (CH3/CH,), 54.4 (CH3/CHs), 54.5/54.8 (CH2/CH,), 73.8 (CH/CH), 74.1 (CH/CH),
113.0 (CH/CH), 120.6 (CH/CH), 126.2 (CH/CH), 129.4 (CH/CH), 133.0 (C/C), 147.5 (C/C), 154.0 (C/C), 172.6 (C/C) ppm.
MS (El, 70 eV): m/z (%) = 304 (4) [M*], 126 (100) [M* - (benzotriazole + MeCO,)]. HRMS (EI, 70 eV): calculado para
C14H16N204 304.1172; encontrado 304.1181; calculado para CgHsNO, 126.0555; encontrado 126.0551. C14H16N404

(304.31): calculado € 55.26, H 5.30, N 18.41; encontrado C 55.06, H 5.66, N 18.74.

1-[(2S,4R)-4-Acetoxi-N-metoxicarbonil-2-pirrolidinil] benzotriazol(12A). Dos rotameros a 26 2C (1:1), un rotdmero a
70 9C; solido cristalino; mp 204-206 °C (en MeOH); [a]p +5.2 (c 0.20, MeOH); IR (netoe) vimax = 1741, 1709, 1452,
1385, 1242 cm~1. *H NMR (CD30D, 500 MHz, 70 2C): &= 2.09 (s, 3H), 2.82 (ddd, J = 4.8, 7.5, 14.4 Hz, 1H), 2.96 (ddd, J
=4.2,6.1,14.4, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.81 (dd, J = 2.2, 11.9 Hz, 1H), 4.09 (dd, J =5.7, 12.0 Hz, 1H), 5.72 (dddd, J = 3.8, 4.5,
5.6, 5.7 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 4.3, 7.8 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 7.7, 7.9 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 7.4, 7.9 Hz, 1H), 7.83 (br b,
1H), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H) ppm. 13C NMR (CDsOD, 125.7 MHz): & = 20.8 (CHs/CHs), 39.2/40.2 (CHy/CH2), 52.9
(CHs/CHs), 53.3/53.5 (CH,/CH,), 70.5/70.9 (CH/CH), 73.2/73.8 (CH/CH), 111.7/112.2 (CH/CH), 119.9/120.1 (CH/CH),
125.7 (CH/CH), 128.9/129.1 (CH/CH), 134.2/134.3 (C/C), 146.4 (C/C), 154.0/156.2 (C/C), 172.2 (C/C) ppm. MS (EI, 70
eV): m/z (%) =304 (1) [M*], 273 (1) [M* - MeO], 126 (100) [M* - (benzotriazole + MeCO,)]. HRMS (El, 70 eV): calculado

para CisHigNsOs 304.1172; encontrado 304.1186; calculado para CgHgNO; 126.0555; encontrado 126.0554.

C14H16N404 (304.31): calculado C55.26, H 5.30, N 18.41; encontrado C55.12, H 5.45, N 18.24.
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CONCLUSIONES

1. Se sintetizaron once N-azanucleésidos diferentes, a partir de derivados de L-
prolina y L-trans-hidroxiprolina, utilizando el proceso secuencial
descarboxilacion—oxidacion—adicion de base nitrogenada sililada, un protocolo
que permite acceder a los productos en pocos pasos de reaccion y desde sustratos
comerciales y baratos. Durante el proceso de sintesis se trabajaron técnicas
usuales en un laboratorio de quimica orgénica.

2. Los productos fueron purificados utilizando técnicas cromatogréaficas tales como
la cromatografia en columna y la cromatografia rotatoria.

3. La estructura de los productos se comprobd mediante Resonancia Magnética
Nuclear y espectrometria de masas. También se determinaron otras de sus
caracteristicas como el espectro de IR o la actividad Optica.

4. Se ha realizado una evaluacion preliminar de la actividad antiviral de los
compuestos sintetizados observandose una actividad antiviral favorable en el
compuesto 13A.

5. Se prepararon muestras para posteriores estudios antimicrobianos.
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