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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 -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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ABREVIATURAS. 

 

ARN                                                                 Ácido desoxirribonucleico  

DIB                                                        (Diacetoyodo) benceno 

                                                                    Desplazamiento químico en RMN 

EtOAc                                                    Acetato de etilo 

g                                                             Gramos 

HTLV1                                                  Virus linfotrópico humano de células T tipo 1 

IR                                                           Espectrometría infrarroja 

J                                                             Constante de acoplamiento 

Me                                                         Metilo 

mg                                                         Miligramo 

MHz                                                      Mega hertzio 

mL                                                         Mililitro 

mm                                                        Milímetro 

mmol                                                     Milimol 

MTAN                                                  Metiladenosina nucleosidasa 

MTAP                                                   Metiladenosina fosforilasa 

Nm                                                         Nanómetro  

OBz                                                       Grupo benzoato 

OAc                                                       Grupo acetato 

PNP                                                       Purine nucleósido fosforilasa. 

Ppm                                                       Partes por millón. 

(S)-DHPA                                             (S)-9-(2,3-dihidroxipropil)adenina.  

VIH                                                       Virus de la inmunodeficiencia humana. 

ºC                                                           Grados centígrados. 
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INTRODUCCIÓN. 

 
La aparición de nuevos virus y bacterias, así 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.1 Según la OMS, la resistencia a los antimicrobianos 

es una de las mayores amenazas para la salud pública en los próximos años.2 En la 

actualidad existe multirresistencia a gran número de microorganismos y se han realizado, 

y se están realizando, estudios para encontrar los mecanismos y causas que hacen posible 

esta resistencia, con el fin de poder sintetizar nuevos productos para hacerle frente.3 

Además, en los últimos años los virus han afectado de forma muy importante a la salud y 

la economía mundial. Ejemplo de ello son los brotes de gripe A, de ébola y la actual 

pandemia debida al SARS-CoV2. El desconocimiento de estos nuevos patógenos 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 investigación dedique mayores esfuerzos a la búsqueda 

de nuevos productos antivirales y antibacterianos con el fin de reducir el impacto de 

futuros brotes. 

En la búsqueda de nuevos antivirales y antibióticos tienen gran interés los 

azanucleósidos. Se trata de análogos de nucleósidos en los que el anillo de furanosa es 

sustituido por una cadena o un anillo que contiene nitrógeno (Figura 1).4 

 

Figura 1. Diferencia estructural entre nucleósido y azanucleósido.4 

Muchos azanucleósidos poseen actividades biológicas interesantes. Por ejemplo, 

algunos son inhibidores de la enzima PNPR5 (fosforilasas de nucleósidos de purina), lo 

que les convierte en un tratamiento potencial de enfermedades tales como linfomas, 

enfermedad de Crohn, psoriasis, artritis reumática, etc. También, algunos análogos son 

inhibidores de enzimas tales como las fosforilasas de nucleósidos de pirimidina5-8, las 

transferasas de oxopurina fosforribosilo (figura 2)9,10, la fosforilasa de metiladenosina 

(MTAP) y la nucleosidasa de metiladenosina (MTAN)11-14, jugando así un papel 
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importante en tratamientos potenciales para diversos tipos de cánceres y como 

antibacterianos. En cuanto a su actividad antiviral, varios análogos de azanucleósidos son 

inhibidores de la transcriptasa inversa,15,16 por lo que presentan actividad anti-VIH. Otros 

inhiben la replicación del ARN del virus de la Hepatitis C.17 Algunos también presentan 

actividad contra los virus de la vacuna18 o el herpes19 o inhiben la expresión del oncogen 

vírico HTLV1.20 

 
Figura 2. Azanucleósidos activos frente a malaria.10 

Entre los azanucleósidos bioactivos mencionados se encuentran: los N-

azanucleósidos, donde un iminoazúcar va unido a una base nitrogenada (Figura 3), y los 

C-azanucleósidos, donde el iminoazúcar se une a un anillo heteroaromático.21,22 Un 

ejemplo de N-azanucleósido es el análogo de timidina 3, que permite estabilizar 

oligonucleótidos frente a las enzimas que los degradan, como las 3-exonucleasas.23 

Como ejemplo de C-azanucleósido se encuentra la inmucilina-H 4,24 que se está 

estudiando clínicamente para tratar enfermedades con proliferación descontrolada de 

células-T. Un caso intermedio es el del análogo de adenosina 5, que incorporado al DNA 

(estructura 6), produce una fuerte inhibición de la glicosidasa del DNA MutY.25 

 

Figura 3. Azanucleósidos con importante actividad biológica.4 

El grupo de Síntesis de Fármacos y Compuestos Bioactivos (SFCB) del Instituto 

de Productos Naturales y Agrobiología (IPNA) del Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas (CSIC) ha desarrollado una vía de síntesis directa de N-azanucleósidos a partir 

2 1 
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de precursores económicos y estables.4 Esta vía de síntesis consiste en la descarboxilación 

radicalaria de derivados de aminoácidos cíclicos (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 

azanucleósidos de interés (9), en condiciones de reacción suaves y buenos rendimientos. 

 
Esquema 1. Síntesis de N-Azanucleósidos a partir de α-aminoácidos. 

La versatilidad de la reacción permite, variando los aminoácidos de partida y la 

base nitrogenada sililada utilizada en el proceso de adición, generar una interesante 

colección de compuestos para estudios estructura-actividad. Pero hasta ahora, no se había 

estudiado la actividad antiviral de los azanucleósidos obtenidos.  
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OBJETIVOS. 

• Resintetizar varios análogos de N-azanucleósidos, a partir de derivados de los 

aminoácidos comerciales L-prolina y L-trans-hidroxiprolina, aplicando la 

metodología explicada anteriormente. Se trata de poner en práctica protocolos 

sencillos de síntesis, así como técnicas de extracción básicas en química orgánica. 

• Purificar los productos obtenidos haciendo uso de las técnicas cromatográficas 

adecuadas. 

• Comprobar la estructura de los compuestos utilizando principalmente Resonancia 

Magnética Nuclear y espectrometría de masas. También se utilizarán su análisis 

elemental, actividad óptica, espectro infrarrojo, etc. 

• Preparar muestras para la realización de los correspondientes ensayos antivirales 

y antimicrobianos. 

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

relaciones estructura-actividad. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

En un trabajo anterior del grupo se describía una metodología para preparar N-

azanucleósidos, 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 biológicos. Concretamente 

se ha planteado la síntesis de los derivados de timina (10 y 11A/B), yodo- y flúor-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 

azanucleósidos en las que varían dos aspectos: por un lado, la base nitrogenada 

(pirimidinas, purinas y benzotriazol) y, por otro lado, el anillo pirrolidínico, el cual no 

presenta sustituyentes en el compuesto 10, mientras en el resto de azanucleósidos presenta 

sustituido el carbono C-4 (OAc o OBz). 

 

Figura 4. Productos sintetizados para estudios antivirales. 
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Para sintetizar los derivados de azanucleósidos elegidos se ha empleado la 

metodología ya comentada en la introducción, utilizando como precursores en el proceso 

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

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

 
Los tres sustratos se sometieron al proceso secuencial 

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada mostrado en el Esquema 2.  

Esquema 2. Descarboxilación−oxidación−adición de una base nitrogenada sililada. 

Así, los precursores se trataron con DIB y yodo, en presencia de luz visible. Bajo 

esas condiciones, el grupo carboxilo generó un O-radical (19, Esquema 2), que 

evolucionó por escisión del enlace  . El C-radical resultante (20), en las condiciones 

de reacción, se oxidó formándose un ion iminio (21), que finalmente fue atrapado por 

iones acetato del medio de reacción para dar los N,O-acetales (22). Entonces se añadió 
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MeOH a la reacción. Este alcohol reacciona con los N,O-acetales (22) formando α-

metoxipirrolidinas (23), intermedios de reacción más estable, y, además, contribuye a la 

eliminación del exceso de DIB y I2 de la descarboxilación. Tras una hora de reacción se 

procedió a sustituir el CH2Cl2 por un disolvente más polar como es el CH3CN (para 

favorecer la solubilidad de las bases nitrogenadas sililadas) y, finalmente, se añadió un 

ácido 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 síntesis se resumen en la Tabla 1. 

Como puede observarse en todos los casos el proceso transcurrió 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 observó cierta estereoselectividad entre los productos aislados 

predominando siempre el isómero 2,4-cis. 

Las estructuras de todos los compuestos sintetizados se confirmaron mediante 

técnicas de RMN 1H y 13C. Como la mayoría de los carbamatos derivados de prolina, 

nuestros azanucleósidos se presentan como mezclas de rotámeros a temperatura 

ambiente, por lo que hubo que recurrir a realizar los espectros de RMN a 70 °C para 

mejorar su caracterización. En este caso se simplifican las señales y se facilita mucho la 

interpretación de los espectros. 
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Tabla 1. Resultados del proceso de síntesis. 

Precursor Nucleófilo Productos Rendimiento 

 

Trimetilsilil-

timina 

 

83% 

 

Trimetilsilil-

timina 

 

A. 2,4-trans: 

39% 

B. 2,4-cis: 48% 

 

Trimetilsilil-5-

iodouracilo 

 

A. 2,4-trans: 

36% 

B. 2,4-cis: 47% 

 

Trimetilsilil-6-

benciloxipurina 

 

A. 2,4-trans: 

31%  

B. 2,4-cis: 34% 

 

Trimetilsilil-5-

fluorouracilo 

 

A. 2,4-trans: 

27% 

B. 2,4-cis: 40% 

 

Trimetilsilil-

benzotriazol 

 

A. 2,4-trans: 

33% 

B. 2,4-cis: 43% 

 

Como ejemplo, se comenta a continuación la caracterización del compuesto 13B. 

En los espectros de RMN de 1H y 13C de este compuesto se distinguen dos zonas 

claramente diferenciadas. Una de ellas corresponde a las señales del anillo de pirrolidina 

(H 1-6 y C 40-70) y la otra a la base nitrogenada (H 8 y C 120−160), actuando como 

separación entre ambas el CH2 del grupo bencilo (H 5.67 y C 69.8).  
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1H-RMN del compuesto 13B.  
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1H en MeOD a 26 °C 

1H en MeOD a 70 °C 

Cabe destacar que los 

experimentos 1H-RMN y 13C-RMN  se 

realizaron a 26ºC y a 70 °C. Y es que este 

tipo de compuestos con grupos amino 

trisustituidos, con frecuencia aparecen 

como mezclas de rotámeros a 26 °C. En 

estos casos, las señales se suelen 
simplificar al calentar, debido a esto se 

realizaron a 70ºC. 
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Ampliaciones a 70 °C 
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Tabla 2. Caracterización 1H-RMN 

Señal 1H-RMN Comentario 

1.86 (s, 3H, COMe) Singlete que integra 3H. Debido a su desplazamiento químico, 

se trata del metilo unido a un carbonilo por lo tanto se 

corresponden a los hidrógenos del grupo COMe.  

2.51 (dd, J = 2.9, 15.1 

Hz, 1H, 3’-Hb) 

Doblete de doblete que integra por 1H alifático. Por su 

multiplicidad y desplazamiento se sospecha se trata de uno de 

los protones en posición 3’ del anillo pirrolidínico. Los 

experimentos COSY y HSQC, como veremos, demuestran que 

la asignación 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 alifático. Por 

su multiplicidad y desplazamiento debe tratarse del otro protón 

en posición 3’ del anillo pirrolidínico.  

3.65 (s, 3H, OMe) Singlete que integra 3H. Su desplazamiento químico se 

corresponde un metilo unido a un heteroátomo, por lo tanto se 

trata de los hidrógenos del grupo OMe.  

3.92 (ddd, J = 2.0, 

12.3 Hz, 1H, 5’-Ha) 

Doblete de doblete de doblete que integra por 1H alifático. Por 

su multiplicidad y desplazamiento debe tratarse de uno de los 

protones en posición 5’ del anillo pirrolidínico.  
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3.96 (dd, J = 4.6, 12.3 

Hz, 1H, 5’-Hb) 

Doblete de doblete que integra por 1H alifático. Por su 

multiplicidad y desplazamiento se trata del otro protón en 

posición 5’. Se comprueba con el COSY. 

5.39 (m, J = 1.9, 1.9, 

4.5, 4.5 Hz, 1H, 4’-

H) 

Multiplete que integra por un hidrogeno alifático. Su 

multiplicidad y desplazamiento sugieren que se trata del 

hidrogeno en posición 4’ del anillo pirrolidínico. 

5.67 (s, 2H, 

OCH2Ph) 

Singlete que integra 2H. Debido a su desplazamiento químico 

y a que se trata de un singlete, la señal se corresponde a los 

hidrógenos del grupo protector O-CH2-Ph.  

6.51 (dd, J = 1.5, 7.5 

Hz, 1H, 2’-H) 

Doblete de doblete que integra por 1H alifático. Por su 

desplazamiento químico y su multiplicidad se trata del 

hidrogeno en posición 2’ del anillo pirrolidínico, bastante 

desapantallado debido a la acción de los dos nitrógenos 

contiguos. Presenta señal COSY con los dos protones 3’. 

7.28 (dd, J = 7.3, 7.3 

Hz, 1H, 4-Ph-H) 

Doblete de doblete que integra por 1H alifático. Debido a su 

multiplicidad y su desplazamiento químico se deduce que se 

trata del hidrógeno unido a la posición 4 del anillo aromático.  

7.34 (dd, J = 7.1, 7.7 

Hz, 2H, 3,5-Ph-H) 

Doblete de doblete que integran 2H alifáticos equivalentes. Por 

su multiplicidad y desplazamiento químico se deduce que se 

tratan de los hidrógenos equivalentes unidos a la posición 3 y 5 

del anillo aromático. 

7.51 (d, J = 7.3 Hz, 

2H, 2,6-Ph-H) 

Doblete que integra 2H alifáticos equivalentes. Atendiendo a 

su multiplicidad y desplazamiento químico, se deduce que se 

tratan de los hidrógenos equivalentes unidos a la posición 2 y 6 

del anillo aromático. 

8.30 (s, 1H, 8-H) Singlete que integra 1H alifático. Por su desplazamiento 

químico y debido a que se trata de un singlete, la señal 

corresponde al hidrogeno unido en la posición 8 de la purina. 

8.51 (s, 1H, 2-H) Singlete que integra 1H alifático. Debido a su desplazamiento 

químico y debido a que se trata de un singlete, la señal 

corresponde al hidrogeno unido en la posición 2 de la purina. 
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13C-RMN del compuesto 13B. 
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Tabla 3. Caracterización 13C-RMN 

Señal 13C-RMN 

(ppm) 

Comentario 

21.7 (CH3, COMe)  Su c indica que la señal se trata del metilo unido al carbonilo 

del grupo OAc.  

39.6 (CH2, 3′-C) Se trata de un CH2 alifático cuyo c indica que se trata del 3’-

C. En el HSQC se comprueba su relación con los protones 3’. 

53.7 (CH3, OMe) Su c indica que se trata de un metilo unido a un heteroátomo 

por lo que se corresponde con el CH3 unido al oxígeno.  

54.4 (CH2, 5′-C) Se trata de un CH2 alifático cuyo c indica que se trata del 5’-

C. 

69.76 (CH, 2′-C) CH alifático cuyo c indica que se trata del 2’-C pues su 

desplazamiento químico corresponde a un C-N.  

69.81 (CH2, PhCH2) CH2 alifático cuyo c indica que se trata del CH2 del grupo   O-

CH2-Ph. Se encuentra desapantallado por la 

electronegatividad del oxígeno. 

73.5 (CH, 4′-C) Por su desplazamiento químico se trata del 4’-C pues su 

desplazamiento químico corresponde a un C-O.  

122.5 (C, 5-C) C alifático cuyo c indica que se trata del 5-C del anillo 

aromático. 

129.2 (2 × CH, Ph-C) Dos CH alifáticos equivalentes pertenecientes al grupo fenilo. 

129.4 (2 × CH, Ph-C) Dos CH alifáticos equivalentes pertenecientes al grupo fenilo. 

129.5 (CH, 4-Ph-C) CH alifático cuyo c indica que se trata del 4-Ph-C. 

137.7 (C, 1-Ph-C) C alifático que corresponde al 1-Ph-C del grupo fenilo. 

142.8 (CH, 8-C) CH alifático cuyo c indica que se trata del 8-C ya que se 

encuentra desapantallado por la acción del nitrógeno contiguo. 

152.8 (C, 4-C) C alifático cuyo c indica que se trata del 4-C ya que se 

encuentra desapantallado por la acción de los dos nitrógenos. 

153.1 (CH, 2-C) C alifático cuyo c indica que se trata del carbono en posición 

2 de la base nitrogenada. El desapantallamiento es debido a la 

acción del nitrógeno.  

161.0 (C, MeOCO) Su c indica que se trata del carbonilo del grupo MeOCO. 

162.4 (C, 6-C)  C alifático cuyo c indica que se trata del carbono en posición 

6 de la base nitrogenada. Se debe al desapantallamiento 

producido por los nitrógenos y los dobles enlaces. 

171.6 (C, MeCO) Su c indica que se trata del carbonilo del grupo MeCO. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

COSY del compuesto 13B. 
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En el experimento COSY se observan dos espectros de 

protón, uno en horizontal y otro en vertical. Las señales de COSY 

establecen la relación entre cada protón de la molécula y 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el experimento HSQC se ve el experimento de protón en 

horizontal y el de carbono en vertical. Las señales de HSQC relacionan 

cada carbono con sus respectivos protones, con lo que nos permite 

asignar correctamente las señales de ambos espectros en combinación 

con el COSY. 
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IR del compuesto 13B. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el espectro de infrarrojo se observan bandas de 

absorción características de cada grupo funcional presente en 

la molécula. En este caso destacan las bandas de absorción en 

1739 y en 1719 cm-1 correspondientes a los carbonilos.  
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Análisis elemental del compuesto 13B. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis elemental nos proporciona el porcentaje de 

nitrógeno (16,71%), carbono (58,57%) e hidrógeno (5,41%) 

del compuesto. Estos porcentajes concuerdan con la formula 

empírica propuesta para el N-azanucleósido 13B.  
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Espectro de masas del compuesto 13B. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En lo relativo a la espectrometría de masas, en el espectro 

realizado mediante la técnica de impacto electrónico se observan varios 

picos. El más alto corresponde al ion molecular del compuesto (411 

g/mol), y el resto a pérdidas de fragmentos característicos. Por ejemplo, 

el pico observado a 126 corresponde al ion molecular menos la base 

nitrogenada y el grupo acetato. 
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Evaluación de la actividad biológica. 

 

Una vez caracterizados e identificados los distintos compuestos, se realizó la 

evaluación biológica de los mismos con el fin de averiguar si poseían actividad antiviral. 

Estos estudios se realizaron en colaboración con la Universidad de Lovaina (Bélgica).  

Dado el interés del covid y su trasmisión a gatos y otros felinos, se realizó un 

estudio con un coronavirus relacionado, pero de menor trasmisibilidad. Para ello se 

infectaron células de riñón de gato Crandell-Rees (CRFK) con coronavirus felino. En 

primer lugar, se determinó la citotoxicidad de los compuestos sobre las células CRFK, 

por medio de la CC50, que es la concentración que reduce la viabilidad de las células en 

un 50 %. La viabilidad se determinó con el ensayo colorimétrico MTS. Las células viables 

oxidan el compuesto a formazán y la intensidad del color se mide en un colorímetro. Los 

compuestos no mostraron efectos tóxicos a dosis superiores a 100 µg/mL. Comprobado 

este punto, se trataron las células infectadas con distintas concentraciones de los 

compuestos, para determinar la EC50, es decir, la concentración necesaria para reducir 

en un 50 % la citopatogenicidad inducida por el virus. De nuevo, la viabilidad celular se 

midió con el ensayo MTS basado en formazán. Desafortunadamente, los compuestos 

ensayados no mostraron actividad en este ensayo. 

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

Compuestos CC50
a

 (µg/ml) EC50
b

 (µg/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 

EC50
A. Concentración necesaria para producir citotoxicidad en el 50% de las células.  

EC50
B. Concentración necesaria para eliminar el 50% del virus. 

Células CRFK: Células de riñón de gato Crandell-Rees. 

 

 

A continuación, se probaron tres virus, patógenos para el ser humano, que 

infectaron células humanas HeLa (línea de células de tumor humano de ovario, de rápido 
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crecimiento). Primero se determinó que los compuestos no presentaban citotoxicidad 

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

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

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

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

control negativo a la Brivudina.  

Tabla 5. Resultados evaluación antiviral en cutivos celulares HeLa . 

 EC50
B (µg/ml) 

Compuestos Concentración 

mínima 

citotóxicaA 

(µg/mL) 

Virus 

estomatitis 

vesicular 

Virus coxsakie 

B4 

Virus 

respiratorio 

sincitial 

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 (µM) >250 >250 >250 >250 

(S)-DHPA 

(µM) 

>250 30 >250 30 

Ribavirin (µM) >250 30 150 10 

 

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

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

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

parte, el isómero 13B no resultó activo, lo que indica que la configuración del compuesto 

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

1. Técnicas cromatográficas. 

 

• Cromatografía en capa fina. 

La evolución de las reacciones y cromatografías tanto en columna como rotatoria 

se monitorizaron utilizando placas de gel de sílice Merck (60 F254 de 0,25 mm de 

espesor). Los eluyentes empleados para realizar la cromatografía se especifican en cada 

caso. El revelado de las mismas se realizó de dos formas: por exposición a la luz 

ultravioleta a una longitud de 254 nm y por pulverización con una disolución de 

permanganato potásico (por cada litro de agua, 10 g de KMnO4, 66.7 g K2CO3 y 0.85 g 

NaOH) y posterior calentamiento.  

• Cromatografía en columna. 

Se empleó esta técnica para purificar los crudos de reacción, utilizando gel de 

sílice Merck 60 (0,063−0,2 mm) con gradientes de polaridad de los disolventes adecuados 

para cada crudo.  

• Cromatografía rotatoria. 

Se realiza con un aparato llamado cromatotrón que utiliza un sistema de placas 

circulares en los que la mezcla a resolver se separa por un proceso de cromatografía 

centrífuga. Se utilizó una placa circular de 1 mm de grosor de gel de sílice Merck (60 

PF254) con yeso.  

2. Técnicas de caracterización. 

• Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

Los experimentos de RMN 1H y de RMN 13C se realizaron a 26 y 70ºC en un 

equipo Bruker, modelo Avance II 500, a 500 MHz y 125.7 MHz, respectivamente. Como 

disolvente se empleó metanol deuterado. Los valores de desplazamiento químico (δ) se 

expresan en partes por millón (ppm), con relación al disolvente empleado como referencia 

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

• Análisis Elemental. 

Se utilizó en un analizador Fisons modelo EA 1108 CHNS. 
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• Espectrometría infrarroja.  

Se realizó en un aparato Perkin-Elmer modelo 681/FTIR utilizando células de 0.2 

mm. El producto se disolvió en cloroformo seco sobre gel de sílice Merck que 

tenía indicador de humedad. 

3. Procedimiento sintético experimental. 

• Procedimiento general del proceso de descarboxilación−oxidación−adición 

de base nitrogenada sililada.  

A una solución del derivado de prolina o de hidroxiprolina correspondiente (0.2 

mmol) en CH2Cl2 seco (2 mL) se le añadió I2 (25 mg, 0.1 mmol) y DIB (129 mg, 0.4 

mmol). La mezcla de reacción se agitó tres horas a 25 ºC bajo irradiación con luz visible. 

Entonces, se le añadió MeOH (0.25 mL) y se continuó con la agitación durante 30 

minutos. El disolvente se evaporó a vacío y el residuo se redisolvió en MeCN seco (2 

mL). La mezcla se enfrió hasta 0ºC, se añadió BF3•OEt2 (51 mL, 0.4 mmol) y se le añadió 

la base nitrogenada correspondiente en cada caso. Después de agitar durante una hora, la 

mezcla se vertió sobre una solución de Na2S2O3 acuoso al 10% y de NaHCO3 acuoso 

saturado (1:1) y se extrajo con CH2Cl2. La fase orgánica se secó con Na2SO2, se filtró y 

se evaporó al vacío. El residuo se purificó mediante una columna cromatográfica de silica 

gel (hexano/EtOAc) dando lugar los azanucleósidos (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 

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada sililada. 
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• 1-[(2S,4R)-(11A) y 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 según el procedimiento general del proceso secuencial de 

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada sililada. Los productos 

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

 

 

• 1-[(2S,4R)- (12A) y 1-[(2R,4R)-4-Acetoxi-N-Metoxicarbonil-2-pirrolidinil]-5-

iodouracilo (12B). Obtenido de 4-acetoxi-N-(metoxicarbonil)-prolina (17) y 

bis(trimetilsilil)-5-iodouracilo según el procedimiento general del proceso secuencial de 

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada sililada. Los productos se 

purificaron mediante cromatografía en columna (hexano/EtOAc, 7:3).  
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• 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 según el procedimiento 

general del proceso secuencial de descarboxilación−oxidación−adición de base 

nitrogenada sililada. Los productos fueron purificados por cromatografía en columna 

(hexano/EtOAc, 7:3).  
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• 5-Fluoro-1-[(2R,4R)-(14B) y 5-Fluoro-1-[(2S,4R)-4-Benzoiloxi-N-

metoxicarbonil-2-pirrolidinil]uracilo (14A). Obtenido del 4R-benzoiloxi-N-

(metoxicarbonil)-L-prolina (18) y trimetilsilil-5-fluorouracilo según el procedimiento 

general del proceso secuencial de descarboxilación−oxidación−adición de base 

nitrogenada sililada. Los productos fueron purificados por cromatografía en columna 

(hexano/EtOAc, 7:3).  

 

• 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 según procedimiento general del proceso secuencial de  

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada sililada. Los productos se 

purificaron mediante cromatografía en columna (hexano/EtOAc, 8:2).  
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CONCLUSIONES 

 
1. Se sintetizaron once N-azanucleósidos diferentes, a partir de derivados de L-

prolina y L-trans-hidroxiprolina, utilizando el proceso secuencial 

descarboxilación−oxidación−adición de base nitrogenada sililada, un protocolo 

que permite acceder a los productos en pocos pasos de reacción y desde sustratos 

comerciales y baratos. Durante el proceso de síntesis se trabajaron técnicas 

usuales en un laboratorio de química orgánica.  

2. Los productos fueron purificados utilizando técnicas cromatográficas tales como 

la cromatografía en columna y la cromatografía rotatoria.  

3. La estructura de los productos se comprobó mediante Resonancia Magnética 

Nuclear y espectrometría de masas. También se determinaron otras de sus 

características como el espectro de IR o la actividad óptica.  

4. Se ha realizado una evaluación preliminar de la actividad antiviral de los 

compuestos sintetizados observándose una actividad antiviral favorable en el 

compuesto 13A. 

5. Se prepararon muestras para posteriores estudios antimicrobianos. 
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