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Dentro del campo de la Quimioterapia del cég

1,2 junto con los antimetabolitos --

rer, los agentes alquilantes
constituyen el grupo de f4drmacos antineopldsicos de mayor aplica
cidn clinica, destacando por su utilidad en el control de deter-
minadas situaciones neoplédsicas. Ambos tipos de compuestos actian
fundamsntalmente sobre los 4cidos nucleicos, ya sea inhibiendo su
sintesis al inteferir en alguna etapa del ciclo celular, como es
el caso de los antimetabolitos, o bien alterando su estructura al

intervenir en todas las fases del mencionado ciclo, como es el ca

so de los agentes alquilantes.

Los agentes alquilantes son, quimicamente com
puestos}electréfilos, capaces de alquilar centros nucleéfilos bio
14gicos. En su estructura contienen un grupo alquilo R-CHE- en el
que R desempefia el papel de parte vectora. Su unién a los centros
nucledfilos bioldgicos se realiza a través de un £tomo de carbono

saturado -CH,-.

De acuerdo con la estructura del centro reac-
tivo, los agentes alquilantes se clasifican2 en mostazas nitroge-
nadas, etileniminas, alcanosulfcnatos, epdxidos, N-alquil-N-nitro
soureas y triazenos. Estos compuestos pueden reaccionar mediante
un mecanismo SN1, como por ejemplec las mostazas nitrogenadas, o -
mediante un mecanismo SNE, como por ejemvlo los epdxidos y las a-
ziridinas C-insustituidas. No obstante, esta diferencia mecanfsti
ca no se traduce generalmente en diferencias en el espectro de ci

totoxicidad. En cualquier caso, el agente alquilante reacciona ﬁé



cilme. -e con centros nucledfilos tales como grupes dcido carboxi
lico y fosfédrico, grupos hidroxilc y tiol ionizados a pH fisiolé
gico, asf como grupos amino en forma no disociada, que forman --—
parte de ﬁuchas moléculas bioldégicas importantes, como 4dcidos nu
cleiccs, proteinas estructurales, enéimas, 1lipidos y aminodcidos.
Aunque a la vista de esto los agentes élquilantes tienen la posl
bilidad de reaccionar con moléculas muy diversas dentro de la cé
lula, estudios del efecto de estos agentes a dosis mfnimas han -
puesto de manifiesto que el DNA es la molécula mas sensible a la
algquilacidn, siendo el principal centro de alquilacién el N-7 de
la guanina, debiéndose a esta alteracidn su cardcter antitumoral.
Desafortunadamente, los agentes alquilantes presentan en su mayo
rfa una falta de especificidéd hacia el tejido neopldsico y, de-
bido a esto, la Quimioterapia se enfrenta en este campo con el -

problema de lograr una actividad mas selectiva.

En un estudio de Schmidt y col3, sobre agen-
tes alquilantes, publicade en 1945, se afirmaba su falta de seleg
tivigad. Dichos autores consideraban entonces que a pesar de la
elevada actividad citcstdtica de alguhos de estos compuestos, la

posibilidad de encontrar un anticancernso terapduticamente dtil

~era muy remota. Sin embargo, estudios posteriorese’u han demostra

do la existencia de fdrmacos alquilantes selectivos y clfnicameg
te Ytiles, tales como la ciclofosfamida o el mzropham, que se em

g5 6

plean en el tratamiento de Linfoma de Burkit o la 5-aziridi
no-2,4-dinitrobenzamida, gue es especifica frente a tumor de Wal
kerT. Estos y otros resultados han hecho reconsiderar el punto de
vista pesimista anterior y han estimulado de nuevo la investiga-

cién ‘en este campo.

»



En la presente memoria se describe la sinte-
sis y la determinacidédn de estructuras de una serie de nucledsidos
alquilantes de 1,2,3-triazol y de 1,2,4-triazol, sustituidos con
un resto halometilo, lo que supone un nuevo tipo de agente alqui
lante citostdtico de tipe bencflico, el halometilazol, o sustitu
idos con restos alquilantes cl4sicos tales como aziridina o mos-
taza nitrogenada. Asimismo, se da cuenta brevemente de las acti-
vidades citostdticas "in vitro" de los compuestos sintetizados -
para finalizar con el establecimiento de las posibles relaciones

entre la estructura qufmica y la actividad bioldégica.

Este trabajo forma parte de un plan de inves
tigacién més amplio que se viene realizando en la seccidn de Qui
mioterapia del Instituto de Quimica Médica, sobre la sintesis, -
evaluacidn de la actividad citostdtica y estudio del mecanismo de

accidn de distintos tipos de nucledsidos alquilantes.
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2.~ NUCLEOSIDOS_ALQUILANTES. ANTECEDENTES Y DISERO

Una de las hipdtesis que ha conducido a mejo
res resultados en el diseno racional de agentes alquilantes con-
siste en utilizar como vectores del grupo alguilante estructuras
idénticas o andlogas a las que la célula utiliza normalmente pa-
ra su crecimiento y mantenimiento. Como estructuras transportado
ras se han utilizado aminodcidos naturalesg’g, hidratos de carbg

o10 11, esteroides y componentes de los dcidos nucleicos, tanto

14,15,16,17,18 v nucledtidosl6. Va-

n

12’13, como nucledsidos

bases
rios derivados alquilantes de los componentes de los 4cidos nu;

cleicos presentan actividad antineopldsica. As{,el 5(d142-clorog
til)-aminouracilo (mostaza de uracilo) 1y su derivado 6-metfli-
co (Dopan) g son efectivos frente a tumores del sistema hematopg

19’20,1a 5-bis(2-cloreetil)-aminometil uridina 3 presenta

yético
actividad frente a leucemia y el derivado nucleosf{dico E, andlo-
go de la ciclofosfamida, tiene actividad citostdtica en cultivos

de células KBal.

Ademds de estos derivados nucleosidicos portado
res de restos mostaza nitrogenada £ambién se han preparado otros
con actividad citostdtica frente a distintos sistemas tumorales
en los gue el grupo reactivo aléﬁilante pertenece pertenece al
grupo de 1as etileniminas, de‘las;nitrosoalquilureas o:de los {
triazennimidazoles. Por ejemplo,los 9-alquil y 9-ribofuranosil
derivados de 6-(1-aziridinil)purinas 2 y § respectivamente pre-
sentan actividad frente a adenocarcinoma 75514. La actividad de
las nitrosoureas22, entre ellas el derivado glicosfdico antibio-
tico antitumoral estreptozotocina23 Z frente a neoplasmas anima-

les experiméntales ha conducido a la obtencién de purinas citos-

»n



t4ticas sustituidas con restos de nitr‘osour’ea24 y de varios deri
vados nucleosfdicos §25,_26,5927 ¥y 1127 en los que dicha funcidén
alquilante estd unida al resto de azdcar. La accidn citotdxigca -
descubierta recientemente de algunos derivados triazénicoseg’gg,
tales como la 4-(3,3-dimetil-1-triazeno)imidazol-5-carboxamida 12

30 ha llevado a 1la

que es efectiva en el tratamiento de melanoma
preparacién de andlogos nucleosfdicos tales como U4-(3,3-dimetil-
1-triazeno)-1-(B-D-ribofuranosil)imidazol-5-carboxamida 13 que a

su vez presenta actividad antileucémicajl’jg.

Muy recientemente,
se han preparade bromoacetamido derivados de nucledsidos i& y 15
que presentan actividad citostdtica frente a cultivos de células
H,Ep-2 e inhiben la formacidén de 4cidos nucleicos en células de

leucemia L 121027.

E1 grupo algquilante mas estudiado, ha sido
el correspondiente a las mostazas nitrogenadas que fué el que pri
mero se descubrid, mas tarde se fueron descubriendo y estudiando
otros tipos de agentes alquilantes que incorporaban como resto ac
tivo alguno de lds grupos alquilantes mencionados (aziridinas, al
quilnitrosoureas. alcanosulfonatos y triazenos). Muchos de estos
compuestos tambien presentaron citotoxicidad frente a una amplia
gama de células en divisidn r4pida. Sin embargo, existen otros -
grupos con conocida capacidad alquilante que se han utilizado -
muy poco como centros activos de {4rmacos antineopldsicos. Entre
estos grupos se encuentran los haluros de tipo alflico o bencili

co.

Por todas la consideraciones anteriores de

cidimos estudiar la significacién de los haluros de tipo bencfli



co como agentes alquilantes, ya que posiblemente la variacién del
tipo de agente alquilante pudiese variar las condiciones de selec
tividad del fdrmaco, haciéndole mas especifico hacia las células

tumorales.

Con el fin de aprovechar con fines terapeu-
ticos estos grupos alquilantes no utilizados hasta el presente,
en el Instituto de Quimica Médica se ha emprendido un programa
de sintesis, evaluacidn de la actividad citostdtica y estudio del
mecanismo de accidn de N-glicosil-penta-heterociclos, ern los qus
up grupo halometilo, como centro algquilante, estd unido a un ani

1lo heteroaromdtico 16. Estas estructuras alquilantes recuerdan

CH,.X
//N 2
- CH.X N |
N R
N ]
G1 G1

16, X= Haldgeno 17, X= Halégeno

Gl= Glicosilo R= H, CH2X

las de las mostazas nitrogenadas en que ambas presentan la misma
secuencia de 4tomos N-C-C-X (X=haldgeno). El primer resultado de
:este plar ha sido la obtencidn de una serie de N-glicosil-halome
til-1,2.3-triazoles 2133_ Las actividades citostdticas "in vitro"
de estos compuestos frente a cultivos de células Hela son, en ge
neral, significativas y algunos de ellos, tales como 4-bromometil
y 4-icdometil-1(2,3,4,6-tetra-0O-acetil-B-D-glucopiranosil)l,?2, 3

triazol han presentado actividades significativas "in vivo" fren

te a Carcinoma Ascftico de Ehrlich (ECA) y a Leucemia Linfocfti-

»



NHZ
l ~NC HCHC I)2 N I HNCH,CHCL )2 -~ \
04JL\ : ng\\ t:: ' :>
N R N N

H :
HO o H
1, R= H
2, R= CHy
HO  OH

‘ H \p})
N

(CICHchsz 0
I

v C H20H -

\e]

N 0 . HO v
|\ | §> oH
~
N | HO
R R
HN-CO-N-CH H N-CO-N~CH3
v 3 )
5, R= alquilo NO NO
6, R= Ribofuranosilo 7 8, B= Timina, R= H

9, B= Adenina, Uracilo

Citosina, R= OH

M 0 0
NCO-HN B BrH.CH )
' 0 H,N \
No I
¢
Hg;N N=N '
HC R CHy R HO R

10, B= Adenina, R=0Hh 12, R=H l&, B= Adenina, R=0OH

11, B= Timina, R=H 13, p-D-ribofura 15, B= Timina, R=H

nosilo
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ca P-3883u. D=1 estudié de las actividades antitumorales tanto
"in vitro" como "in vivo" se han podido establecer relaciones es
tructura-actividad y se ha observado que la actividad citost4ti-
ca es mayor para los compuestos de mayor capacidad alquilante, -
es decir bromometil y icdometil derivados. Por dltimo, el estu-
dio del mecanismo dé accién bioldégico demostré que estos compues

34

tos actian efectivamente como agentes algquilantes” .

En esta memoria se describe la sintesis de
l-ribesil-halometil-1,2,3-triazoles 18 y 19 por reaccién de ci-
cloadicién dipolar-1,3 de diferentes azidas de ribosilo a halome
£il acetilenos. En un segundo apartado se¢ describe la sintesis -
de los N-ribésidos y N-gluedsidos de 1,2,4-triazol alquilantes -
de férmula 20 mediante reaccidén de gliéosidacién de 1,2,4-tria-
zol seguida de la introduccidén de la cadena lateral alguilante.
En la tercera parte se da cuenta de la sfntesis de l-glucosil-
¥ b-glucosil derivados de 3-acetoxi-5-bromometil-1,2,4-triazol 21
mediante la reaccidn de glicosidacidn de 3-metil-1,2,L4-triazolin-
5E_ona seguida de acetilacién ¥y bromacidn en el metilo triazélico
de tipo bencflico. Por dltimo , en la cuarta seccién de esta me-

moria se describe la sintesis de nuecledsidos de nitro-1,2,4-tria

20l y su transformacidn en los derivados correspondientes de a-

‘mino-, acetilamino-, cloro-, 2ziridino e hidroxi-1,2,4-triazol. "

Los nucledsidos de 1,2,3-triazol de férmulas 18 y 19 son andlo-

gos ribosilados de otros, obttenidos previamente en nuestro labo-

. . . . Aa
ratoric en los que el resto glicosfdico era glucoslloj)

. Z
glucosilojja, manosilo ot J galactosilo’}b.

s 2-amino
Los ribosil-1,2,3-tri

azoles 18 ¥ 19 se prepararon con el fin de establecer relaciones

»
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A N CHX y
v/ ?E}—-CH X N/ | AF— \
My \ N_ CH,X
N CH,X
I | 2
G1 G1 G1
18 12 20
X= OH,C1,Br,I X= OH,C1,Br,I,N
AcO RY
N N
N"—i)\\‘CH Br N ";)L\~ 2
N 2 ' R
Gl G1
21 22

Gl= Ribosilo, Glucosilo

R1- H,NH,,NHAc,NO,,

R2= H,OH,NH,, NHAc,NO,,,C1,N

entre la estructura quimica y la actividad bioldégica y de cono-

cer los factores esenciales y accesorios para la actividad citos

tdtica. Con esta idea se ha estudiado la influencia de los grupos

protectores de los hidroxilos de la ribofuranosa sobre la activi

dad citost4tica, habiéndose empleado grupos éter, concretamente,

2,3-0-isopropiliden~5-0-tritil y tambien grupos ester, concreta-

mente, 2,3,5-tri-O-acetil. Los grupos acetato han demostrado ser

los mas satisfactorios.

Los nucledsidos de 1,2,4-triazol de férmu-

las 20 y 21 son andlcgzos de los de 1,2,3-triazol mencionados y



o
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en ellos el resto de azicar es ribofurancsilo o glucopiranosilo
ambos peracetilados. Con la preparacién de estos compuestos se -
pretende conocer el efecto que el anillo aromitico de 1,2,h~tri§
zol ejerce sobre las prdpiedades alquilantes del restc halometil
azol de tipo bencilico. La presencia del grupo acetoxilo en los

compuestos 21 tambien pretende conocer hasta que punto el efecto
donador de electrones de dicho grupo puede afectar la capacidad

alquilante del compuesto.

En los nucleésidos de estructura 22 también
se incluyen algunos compuestos con capacidad alquilante. En este
caso, el grupo alquilante estd unido directamente al anillo tria

z8lico ¥y no a través de un puente metilénico ~CH2-.

En cuanto a los azdcares que se han utiliza-
do como transportadores son la ribosa, azdcar gque se encuentra -~
en los #Acidos nucleicos y la glucosa acetilada que en los estu-
dios antes mencionados sobre derivados alquilantes de 1,2,3-tria
zol33 ha presentado las mayores actividades antitumorales, tanto
"in vitro" como "In vivo". Estos hechos lestdn de acuerdo con es-
tudios recientes acerca de la permeabilidad de la membrana de ql
gunras c€lulas cancerosas seguin los cuales, la inccrporacién de -

35,36 por algunos tipos de células tH

glucosa, manosa y gelactosa
morales es mayor que por células normalesj7. Esto, puede permitir
su incorporacidén preferente por dichas células tumcrales y dar

lugar a una toxicidad selectiva.

Con el fin cde comparar sus actividades ci-

tostdticas con la de los halometil-glicosil-1,2,4-triazcles, se



ha considerado de interés la preparacién de nucledsidos alquilan
tes de 1,2,4-triazol de tipos gg y gg en cuya estructura se ha-

llaban incorporados algunos de los grupos alquilantes "cldsicos".

Es de resaltar la gran semejanza estructural
de los nucledsidos alquilantes de 1,2,3-trjazol 18 y 19 ¥y 1,2,4-
triazol 20, 21 ¥ 22 con el 5-amino-1-P-D-ribofurannsil-imidazol-
L_carboxamida 22 , que es un intermedio clave en la biosIntesis

38

Y 2 o s
de purinas-®, o con la ribav1r1na3/(v1razol) 24 que es un nucled

sido de 1,2,4-triazol empleado en clfnica como agente antivirdsi
couo’al. Esto hace que nuestros compuestos al poseer un grupo -
vector tipo antimetabolito puedan desarrollar ademids una accidén

de este tipo, bloqueando por este camino una determinada via me-

tabdlica
CONH2 CONF5
£ r
N M‘|2
RO
o Ho—
R R HO OH
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1- SINTESIS DE AZIDAS DE RIBCFURANOSILO

1.1- REACCIONES DE CICLOADICION DIPOLAR-1,3 DE AZIDAS DE

GLICOSILO

Se entiende por reaccidn de cicloadicién a-
quella en que se fTorma un ciclo a partir de dos o mds productos
de moléculas no saturadas sin que se originen por eliminacidn,
fragmertos pequefios en el proceso. Las clcloadiclones dipolares-
1,3, que son bimoleculares por naturaleza, suponen la adicidn de
un dipolo-1,3 a un sistema de enlaces miltiples que conduce a he

terociclos de cinco eslabones, tal como se representa a continua

o e N
N

cidn:

Un dipolo-1,3 es b&sicamente un sistema de tres 4tomos sobre el
que se distribuyen cuatro electrones m como en el sistema anién
alflico. En dicho sistema el 4tomo a posee un sextete electrdni-
co y el dtomo ¢ un par de electrones sin compartir. Los tres 4to
mos del dipolc-1,3 pueden ser un gran nimero de combinaciones de
los 4tomos C, Ny O y el dipolaréfilo puede ser pricticamente -
cualquier enlace doble o triple. El término "dipolo-1,3" se debte
a que en la teorfa de enlace de valencia estos compuestos pueden
deseribirse unicamente en funcidén de formas resonantes dipolares
como se indica a cont?nuacidn para el grupo azida:

3 v ¥+ - = + + -
R-H-N=N:~—~ R-N=N=N-a—e R-N-N=N-=—n R-N-N-}:

R-N=N-N
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La aportacién mas importante al conocimiento de las reacciones -

de cicloadicidn dipolar-1,3 es la realizada por Hulsgen y c0142,

43,44, 45 que han contribuido a determinar el alcance, utilidad y
mecanlsmos de estas reacciones. No obstante, una revisién muy -
completa sobre este tipo de reacciones es la de Bagtide y col._ll6
La reaccién de cicloadicién dipolar-1,3 térmica de azidas a ace-
tilenos, es la ruta mas versdtil de sintesis de 1H-1,2,3-triazo-
les a causa de la gran variedad de sustituyentes que pueden tener
los compuestos acetilénicos y las azidas. El mecanismo concertado
de estas adiciones ha sido estudiado por ﬂabbéuT, Shel"zu:lskyu8 y
45

Hulsgen ~.

La reaccién de cicl&adicidn de azidas a aceti
lenos asimétricos puede conducir a dos triazoles isdémeros (Esqqg
ma I). El1 producto mayoritario suele ser el isémero menos impedi
do estéricamente: as{ por ejemplo, en la adicién de azidas org4-
nicas a fenilacetileno, el 4-fenil-triazol predomina frecuentemen

-
te en la mezcla de productosu9:50,)1

Esquema I

Fn general, la adicidén de acetilenos asimétricos tiende a dar,

principalmente, isémeros en la posicién-4 cuando el sustituyente
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acetilénico es atractor de electrones, e isémeros en la posicidn
5 cuando dicho sustituyente acetilénico es donador de electrone552
53,54. For ejemplo,la cicloadicién de azidas a inaminas o etoxia
cetilenos da lugar al triazol que tiene el grupo amino o etoxilo
en posicidn-5; sin embargo, la cleloadicidén a 4cido propidlico y

propiolato de metilo conduce preferentemente al isdmero sustitui
do en posicidn-#OSO.

_ En cuanto a influencias estéricas, los grupos
voluminosos, tales como el trimetilsililo, tienden a ocupar la po
sicién-4. La adicién de azida de fenilo a fenilacetilentrimetiisi
1ilo conduce, casi exclusivamente, a h—trimetilsililtr1320155. Es
to puede ser de utilidad debido a la fdcil eliminacidn del grupo
trimetilsililo.

Las azidas de glicosilo han sido empleadas -
anteriormente como productos de partida para la sintesis de nu-

clebdsidos de 1,2,3-triazoles. Micheel y Baum56

fueron 1lns primeros
en utilizar este método para sintetizar 4-fenil-1(2,3,4,6-tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosil)-~1,2,3-triazol y el nucledsido desa-
cetilado correspondiente, a partir de azida de 2,3,4,6-tetra-0O-

acetil-B-D-glucopiranosilo y fenilacetileno.

El descubrimiento de que las bases de 8-aza-
purina,es decir las 1,2,3-triazolo [ 4,5-d)pirimidinas, especial-
mente 8-azaguanina, actdan sobre distintos sistemas b1016g100557a
ha estimulado grandemente la sintesis de nucledsidos de 1,2,3-tri

azol como intermedios hacia la sIntesis de dichos derivadoss7b.

Harmon y 001.58’59 han estudiado la cicloadicidén dipolar-1,3 entr
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diferntes zzidas de per—O-acetil—B~D~g1ﬁcopiranosilo y N,N-dial-
aquilamino-, etoxi- y etiltioacetilenos, y ban puesto de manifies
to 1la importancia de la naturaleza del sustituyente del acetileno
sobre el curso de la reaccidén. Por su parte, E1l Khacem ¥ col. -
también han sintetizadc diversos glicecsil-1,2,3-triazoles por ci
cloadicidn de diversas azidas de glicosilo a fenilacetilenoéoq
Mas recientemente ,Zbiral y col.61 han'descrito la cicloadiciédn
dipolar-1,3 de la azida de tri-O-benzoil-B-D-ribofuranosilo con
oxoalquilidenfosforanos para dar los nucledsidos correspondientes
de 1,2,3-triazol con desprendimiento de oxido de trifenilfosfina.
Fn estas reacciones el producto mayoritario es el 1,2,3-triazol

5-sustituido,

En nuestro laboratorio, sebhan realizado una
serie de trabajos sobre sintesis de N-glucosil derivados heteroq£
clicos entre los que se encuentran varios relacionados con la si&
tesis de N-glicdsidos de 1,2,3-triazol por reaccidén de cicloadi-
cidn dipolar-1,3 de azidas de glicosilo a compusstos insaturadocs.

Asi por ejemplo, las azidas de glicosilo se han hecho reaccionar
con bencino para dar lugar a nucledsidos de benzotriazol62,con dis
tintos acetilenos como fenilacetilenosj(Esquema II), propiolato de
: metilo y dcido propiélicoSO(Esquema II) y con diferentes nitroole
finas «¢-P-insaturadas tales como P-nitroestireno, P-bromo-p-ni

64

troestireno y P-nitroacrilato de n-butilo .

Por otra parte, y debido a la actividad anti-

65, las azidas de glicési

cancerosa de cilertos derivados quindénicos
lo se hen empleado para la sfntesis de glicosil derivados de quino

nas heterocfclicas 25 y 26 mediuante su reaccién de cicloadicién
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66

dipolar-1,3 a 2-metil-1,4-bernzoquinona o 1,%-naftoquinona

R-N;  + IC =cg!

R= Glicosilo
1
R™= Ph, COECHB’ CO2H

Esquema II

El antecedente mas inmediato del trabajo que se describe en esta
parte de la menoria son los estudios realizados previamente en -
nuestrc laboratorio sobre la cicloadiciédn dipolar-1,3 de distintas
azldas de glicosilo a haluros de propargilo y 1,l-dihalobutinos -
para dar distintos N-glicosidos de halometil-1,2,3-triazol con ac
tividad citostdtica "in vitro" e "in vivo" 67’68.

0
N N
\
0 Gt 0 6l
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1.2- PREPARACION DE AZIDAS DE GLICOSILO

El procedimiento mas general y de mejores re
sultados para la obtencidn de azidas orgédnicas, supone la resaccién
de un derivado halogenado adecuado con una azida matdlica (azida
de sodio o plata), en un procesc de sustitucidén nueledfila bimo-
lecular que transcurre con invefsidn de la configuracidén del 4to

mo de carbono en que se efectda la sustitucién.

Siguiendo este procedimiento Berth069 sinte-
tizé por primera vez una serie de azidas de glicosilo haciendo -

reaccionar los correspondientes haluros de glicosilo con azidas

70

metdlicas' . También se prepararon de forma similar varias azidas

71

, ¥ varias azidas de furanosilo, tales como la

T2

de aminoazicares

azida de tri-O-benzoil-x-D-xilofuranosilo

tri-O—benzoil—p-D-Pibofuranosilo73.

Y la azida de 2,3,5-

Un método de obhtercidén mucho mas favorable -
es el de Birkofer7u, que emplea azida de trimetilsililo en lugar
de una azida met4lica, La azida de triretilsililo reacciona, con
facilidad, con cloruro o hromuro de glucopiranosilc acetilado pra
ra dar‘la azida de glicosilo correspondiente, Paulsen y col.75 -
han modificado este proczdimiento y en lugar del derivado haloge
nado, parten de un derivado acetilado. Segin este método, 1a reac
cién de tetra-O-acetil-aldopentopiranosas y penta-0O-acetil-aldo-
hexopiranosas con azida de trimetilsililc en presencla de trifluc
ruro de borc o tetracloruro de estano, da lugar a ‘las correspon-
dientes azidas de glicosilo. Mediante este método, solo sc obtie

ne un andmero, aquél en el que ¢l grupo azida estd en posiciédn

»



20

trans respecto del grupo acetoxilo en C-2. El1 hecho de que el -
compuesto Egggg—l-OAc/?—OAc siempre conduzca al producto EEEEE"I
—NB/Q—OAC, permite suponer cue durante la reaccién se forma un -
producto intermedic, el idn acetoxonio 2176, que es ablerto en -~

forma trans por el grupo azida (Esquema III). En la reaceidn de

BF
w30
m’o& P 0 \ BF 5-éter/(CH ) 5S1N
0—¢>
CH
3 N,
oY

B&L-w;’ [=2

OAc

Esquema III

compuestos 215-1-0A0/2~0A0, como por ejemplo la tetra-O-acetil-
o« ~-D-xilopiranosa o tetra-0-acetil-p-D-arabinopiranosa es posible
que en primer lugar se produzca una anomerizacidn al compuesto -
trans, catalizada por el 4cido de Lewis, después de la cual, la
reaccién prosigue de la forma ya sefialada. En otro caso deberia
producirse una sustitucidén nucledfila directa en el C-1 con in-

versién de 12 configuracidn. Los rendimientos de azidas de glico
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A}
silos son mas reducidos en las reacciones con compuestos en los
que la configuracidn de los sustituyentes en C-1 y C-2 es cis,

gque en aquellos en les que dicha configuracidn es trans.

La obtencién de azidas de glicosilo a partir
de haluros de glicosilo y azida sédlca,segdn el procedimiento de
Berth069, conduce también generalmente, a compuestos Ezggg—l—Nj/
2-0A058’77’78.A continuacidn se describe la pfeparacidn de dos -
nvuevas azidas de ribofuranosilo, la azida de 2,3-0-isopropiliden-
5-0~tritil-{-D-ribofuranosilo y la azida de 2,3,5-tri-O-acetil-
pP-D-ritofuranosilo. La eleccién de estas dos azidas obedece a la
importante significacién bicldgica de los derivados de ridosa.
Con el fin de poder establecer posteriormente relaciones entre -
la estructura quimica y la actividad ciltostdtica de los nucledsl
dos alquilantes obtenidos a partir de estas eszidas, y ccn Jos nu
cledsidos alquilantes obtenidcs antes del comienzo de este trabg
Jo, s2 ha pensado en la conveniencia de preparar dos azidas con
diferentes grupos protectores, ester y éter, de los hidroxilos -

del azdcar y con diferente contiguracién anomérics o ¥ ﬁ .

1.2.1- SIntesis de azida de 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil

- -D-ribofuranosilo

Primeramente se sintetizé el cloruro de 2,3-
0-ié;propi1iden—5-0-tritil—p-D—r;bofuranosilo g§ segin el procedi
miento de Klein y col.79, Dicho cloruro sin purificaciédn previa -
se hizo reaccionar con azgida sddica para dar un sirupe que despues
de purificado por cromatograffa de capa fina preparativa dié lu-

gar a la azida 29, con un 50% de rendimiento. La estructura de
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esta azida se determiné a partir de sus datos analfticos y espec
troscépicos. En primer lugar, el andlisis elemental de la azida

29 fue concordante con la férmula empfrica que cabfa esperar de

Tro 0 a Tr
N
X

>
: I 29

la estructura propuesta. En el espectro IR se observd la aparicidn
de una banda intensa a 2135 cm"1 caracter{stica del grupo azida.
Por otra parte en el espectro de RMN de la azida 29, se observd -
su gran semejanza con respecto al del cloruro de ribofuranosilo -
28, lo que confirmé la presencia de todos los protones del azidcar
y de los grupos protectores tanto del grupo 2,3-O-isopropiliden, .
que aparecid como dos singletes a § 1,33y d 1,58, como del 5-0-
tritilo, que aparecidé como un multilete a d 7,30. En el espectro
de RMN de la azlda 29 hay que destacar la diferencia de desplaza-
mientos quimicos entre los dos protones H-5 que aparecieron ad3,10
y cf},h? formando la parte AB de un sistema de spines mas comple
Jo. Esta diferencia se atribuy$ a la asimetrfa del azdcar y a 1la
restriccidn de la rotacién en torno al enlace C-4-C-5 impuesta -
por el volumen del grupo tritilo. Por su parte, el protén andmero
resond a d 5,25 y presenté una Jr‘zpfhﬂz . Este valor intermedio
de la constante de acoplamiento Jr’z.no permitié realizar una a-
signacidn definitiva§0 de la configuracién anomérica, ya que se-
gun se ha demostrado por aplicaecidn de una modificacién de 1la e-

cuacidén de Karplus a los protones vecinales trans-1,2 y cis-1,2



23

en furanosas, los valores de las constanpes de acoplamiento entre
dichos protones H-1 y H-2 deben estar comprendidos entre 3,5-8,0
Hz para los andmeros -D y entre 0,0-8,0 para los andmeros p-D,
De acuerdo con esto, solo se puede asignar una configuracidén con
seguridad cuando la J132,es menor de 3,5 Hz, lo que indica que se
trata de un anémero ﬁ—D. No obstante, estudios posteriores han es
tablecido que esta asignacién solo puede hacerse con validez en -

80. Por otra parte, el mecanismo de ob-

el caso de que JI,2'= 1 Hz
tencidn de la azida sugiere la formacién del andmero «£ ,ya que al
no existir grupos acilo como protectores se elimina la posibili-
dad de una reaccién con participacién del grupo acilo vecino que
conduciria a la formacién del derivado trans-1,2, es decir al a-
némero P-D. De esta forma, la reaccidn predominanté debe ser 1la
sustitucidn Sy2 sobre el carbono anémero con inversidn de la con
figuracién, como se mencioné anteriormente. Por tanto, puesto . --
que partimos del haluro del azdcar de configuracién anomérica B,
la azida que se obtiene deberd iener la configuracidén anomérica
o{. A pesar del valor Indicativo de este razonamiehto mecanisti_
co, que como se verd mas adelante correspondia a la realidad, y
debido a la importancia de la configuracidn anomérica de la gli-
‘cosilazida de partida,que determina la configuracidén andmera de
‘de los'nﬁciedsidos alquilantes que han de obtenerse a partif de
ella, la configuracién de la azida 29 se demostré por via expe-
rimental mediante su conversién en distintos mcleésidos de ribo
furanosil-1,2,3-triazol y determinando su configuracién anomérica
mediante el criterio de Imbach y 001.81’82. La preparacién de di
chos nucledsidos y la determinacién de su conf'iguracién anomérica

o Yy por tanto de la de la azida de partida 29, que es objeto de

»
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discusidén, se describe en el apartado 2.1.2.

1.2.2- SIntesis de la azida de 2,3,5-tri-O-aceti-p-D-ri

bofuranosilo

De los dos métodos mencionados anteriormente
para la obtencidédn de glicosilazidas, el citado en segundo lugar,
es decir la reaccidn de un azidcar peracetilado con trimetilsilil
azida en presencia de ?luSn, es un método myy conveniente, por -
las sigulentes razones: en primer lugar, el empleo de un azdcar
peracetilado como producto de partida supone el ahorro de un pa-
so con respecto a la utilizacién del haluro de glicosilo corres-
pondiente, ya que, normalmente los haluros de glicosilo se prepa
ran a partir de los acetatos. En segundo lugar, y por regla gene
ral, el método de la trimetilsililazida conduce a mejores rendi-
mientos que el del haluro de glicosilo como ha comprobado Paul-

75

sen al preparar diversas azidas por ambos procedimientos.

De acuerdo con esto, la 1,2,3,5-tetra-0-ace;
til-p-D-ribofuranosa 2983 se trard con trimetilsililazida y CluSn
para dar un jarabe que después de purificacién cromatogrdfica -

proporciond la azida 31 con un 93% de rendimiento. La estruetura '

AcO, o QAc AcO 0 3

AcO Ac AReO Ac
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de la azida 31 se determiné a partir de sus datos analiticos y es
pectroscdpicos. En primer lugar el andlisis elemental de la azida
31 fue concordante con la férmula empfrica que cabla esperar de -
la estructura propuesta. En el espectro de IR se observé la apari
cién de la banda de azida a 2175 cm_l. El espectro de RMN de 31 -~
fue muy similar al del tetraacetato de partida en lo que se refie
re a los protones del anillo de azidcar, lo que in@icé que se man-
tenfa la estructura de derivado de ribofuranosilo. Las principa -
les diferenclas entre ambos espectros de RMN fueron la presencia
en el espectro de J1 de solo tres bandas de metilos de acetllo, -
1o que concuerda con el desplazamientodel 1-0O-acetoxilo y el des-

plazamlento del doblete correspondiente al protdn anémero; que a-

' parecid a 4 5,33, a campo mas alto que el del acetato de partida.

lo que indicé la sustitucién de dicho acetoxilo por un grupo mas

apantallante como el grupo azida. Aunque el valor de la constante
de acoplamiento 3132.= 2 Hz sugiere, por su pequeiio valor, que el
azUcar estd en configuracidn arnomérica P, no permite realizar una
asignacidn definitivaso. El mecanismo de formacidn de las azidas

de glicosilo por el procedimiento (CH3)DSiN}/C148n, discutido an-
teriormente, y que implica la formacién del ion acetoxonio 27, o-
bliga 'a la azida a efectuar una aproximacién en trans con respec

to al grupo acetoxilo en C-2, lo que,de nuevo, sugliere la forma-

cidén de la glicosilazida de configuracién andéwera P.

Como en el caso de la azida 29 la configura-
cién B de la azida 31 se confirmé por métodos experimentales,trans
formdndola en 2,3-0-isopropiliden-nucledsidos 4y 43 y determi-

nando la configuracién andmera de dichos 2,3-0-isopropiliden nu-
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cleosidos mediante el mencionado criterio de Imbach ¥y c01.81’82.
La preparacién de dichos 2,3"0-isopropiliden nucleosidos y la de-
terminacidén de su configuracidén andmera P y por tanto de la azi-

da de partida 31 se describe en el apartado 2.1.1.
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2- SINTESIS DE NUCLEOSIDOS DE 1,2,3-TRIAZOL

En este apartado se describe la obtencidn -
de nucledsidos de 1,2,3-triazol. E1 primer procedimiento emplea-
do para su sIntesis consiste en la reaccidn de cicloadicidén dipo
lar-1,3 de las dos azidas de ribofuranosilo 29 y 31, descritas -
en el apartado anterior, con distintos acetilenos. El empleo de
acetilenos monnsustituidos, tales como aleohol propargflico o -
cloruro o bromuro de propargilo, da l-glicosil-1,2,3-triazoles -
sustituidos en 4- y en 5- 32 y 33, (X= OH, €1, Br) respectivamen
te El empleo de acetilenos disustituidos tales como 1,4-dicloro
o 1,4-dihidroxibutino da 4,5-bis(clorometil)- 6 4,5-bis(hidroxi-
metil)-1,2,3-triazoles 34 (X= OH, C1).:

N. CH,X
N7N ’ CH,X N//N I 1//I 2
IA
\ Ny CH_X A CHX
| | i | )
Glicosilo Glicosilo Glicosilo
32 33 34

El segundo protedimliento consiste en la reac
cién de cicloadicién de 1la azidas.29 y 31 con cloruro y bromuro
de propargilo para dar los triazoles 23 y 33 (x= c1, Br), segui-

do de la reaccidn de transhalogenacidén de estos clorometil y bro

»
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mometil derivados para formar los iodometil derivados de fdérmula

25

Glicosilo

33

2.1~ SINTESIS DE NUCLEQOSIDOS DE 1,2,3-TRIAZOL POR REACCION DE

CICLOADICION DIPOLAR-1,3 DE RIBOFURANOSILAZIDAS A ACETI-

LENOS

2.1.1- Reacciones de cicloadicién de ribofuranosilazida

a aleohol propargilico

En este apartado se describe la reaccidn de
cicloadicién dipolar-1,3 de la azida de 2,3,5-tri-O-acetil-p-D-
ribofuranosilo a alcohol propargflico, para dar los nucledsidos
de tetraacetil—a_D—ribofuranosil~hidroxi%etil—l,2,3—tr1azol Yy su
transformacidén posterior en los nucledsidos correspondientes de
22310-1sopropil1den-p—D-ribofuranos11-hidrox1metil-l,2,j—triazol.
Aungue estos hidroximetil derivados no son nucledsidos alquilan-
tes, se prepararon 192/ Para demostrar la configuracién anomérica
@ de la azida 31 mediante la aplicacién del criterio de Imbach

y c01.81’82 a los 2,3-0-isopropiliden nucledsidos preparados a -
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partir de ella. Para este propdsito los hidroximetil derivados -
son mas favorables que los halometilderivados debido a su mayor
estabilidad que los hace mas adecuados para ser manipulados qui-
micamente. 22/ Con el fin de estudiar la relacidn estructura-ac;
tividad entre los halometilderivados {alquilantes) y los hidroxi
metilderivados (no alquilantes) y 32/ Para su posterior transfor
macidn en otros tipos de nucledsidns alquilantes, mediante la ~--
sustitucidén de un grupo OH por el Ztomo de halégeno correspondien
te67.

La reaccién de la azida 31 con alcohol pro-
pargflico, calentando los reaccionaptes en el seno de un disol-
vente inerte tal como tolueno, dié, como era de esperar debido a
1a asimetrfa del dipolaréfilo, una mezcla de los 4- y 5-hidroxi_
metil-1,2,3-triazoles 2§ y 37 en.ia que predomind ligeramente el

isémero 4-hidroximetflico,menos impedido esteéricamente.

CH.,OH
. . Néy l o Néy
AcO 3 \ \ |
+ HC=C-CH 0H ——= N + N CH,0H
AcO AcO

-AcO . OAc . 0 0

AcO OAc AcO OAc
36 5
La movilidad cromatogrifica de los dos pro-
ducfos fué muy similar y idnicamente pudo obtenerse puro el is6mg

ro 5-hidroximetflico 37, que cristalizé espontdneamente de una -



30

mezcla de 36 y 37 enriquecida en este dltimo,

I,as estructuras de los productos se dgtermi-
naron a partir de sus datos analfticos y espectroscdpicos. Los a
ndlisis elementales indicaron la formacién de los aductos corres
pondientes En los espectros de IR se observd la desapariciénvde

la banda de azida a 2175 cm"’1

» 1o que indicé que dichos aductos

se habfan formado sobre el grupo azida. La posicidn del grupo hi
droximetilo se determind estudiando el desplazamiento qufmico en
distintos disolventes (deuteriocloroformo y hexadeuteriodimetil_

sulfdéxido) del protén aromdtico triazdlico H-4 & H-5,

84

En un estudio sobre los desplazamientos --
qufmicos de los protones H-U4 y H-5 de 1l-metil-1,2,3-triazol 38

y del protén H-5 de 4-bromo-1-metil-1,2,3-triazol 39 se ha pues-
to de manifiesto que el protdn configuo al dtomo de nitrdégeno -~

sustituido es el mas sensible a los efectos del cambio de disol-

’ Br
[ ﬂ
N
('}H ' IH
3 3

8 2

vente y a la naturaleza del sustituyente. En el caso presente,en
que se obtuvieron los dos isdmeros posibles, la asignacién no fué
complicada, ya que pudieron compararse directamenbe los valores
de. los desplazamientos qulmicos absolutos,.y la diferencia de -

desplazamientos quimicos del protén triazdélico considerado, en -
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los dos disolventes mencionados, Ad= J’DMSO_ JbDCl . En efec-
to el valor de Ad del isémero 4-hidroximet{lico 36, AJEO,QSppm,—
fué mayor que el del isdmero 5-hidroximetflico 21 en el que A=,
0,17ppm. Esto era de esperar debido a que en el primero el pro-

tén triazdlico estd contiguo al nitrdgeno sustituido. La asigna~
cién de la estructura de 2§ se realizé sobre espectros de RMN de
mezclas de 2§ y 37 enriquecidas en el primero. En las tablas 1 y
2 se incluyen los valores de los desplazamientos quimicos de los

protones H-% y/o H-5 de los nuclebsidos de 1,2,3-triazol prepara

dos en esta memoria, de los protones H-4 y/o H-5 del l-metil~1, -

2,3-triazol y del U4-bromo-l-metil-1,2,3-triazol. También se in-

cluyen los valores de Ad= JDMSO' JbDCl de estos protones. Como
se ve en dichas tablas, los desplazamientos quimicos de los pro-
tones H-4 o H-5 de los nucledsidos triazélicos 5-sustituidos (p.
ej. 37) O 4-sustituidos (p. eJ. 36), respectivamente son sémejag

tes a los desplazamientos qufmicos de los protones andlogos de

los compuestos triazdélicos modelo 2§ y 22. Por otra parte, los - -

valores de Ad del prtén H-5 triazélico de los nucledsidos 4-sus-
tituidos(p. ej. zé) son del mismo signo y andloga magnitud a los
valores de Ad del protén H-5 de los compuestos modelo. Lo mismo

sucede con los protones H-~4. Todo esto supone una confirmacidén a

dicional de las estructuras asignadas a zé y 37.

Las constantes de acoplamiento J o obseryg

1
das para 2§(01,2,=3,5 Hz) y para 21(J1,2;=2,5 Hz) presentaron, -
igual que la azida 21 de partida, valores_intermedios que podian
corfesponder tanto a andémeros o como @ . Por ello la determind

cién inequivoca de las configuraciones andmeras ﬁ de estos pro-

»
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ductos se hizo como se indica a continvacidén, La reaccidn de una
mezcla de los triacetatos 36 y 37 con una disolucién metanélica‘
de amoniaco condujo a una mezcla de los 4- y s5-hidroximetil-1,2,
3-triazoles 40 y 42 que sin purificacién previa se traté con or-
toformiato de etilo y acetona, en presencia de 4cido clorhfdrico
anhidro. De esta reaccién se obtuvieron dos productos con distin
ta movilidad cromatogrédfica que pudieron separarse y purificarse
¥y que se ldentificaron como El y Ez.La asignacién de las estruc-
turas de los isdémeros U4- y S-hidroximetflicos se hizo como se -
ha indicado anteriormente, estudiando los desplazamientos quimi-

cos de los protones aromdticos triazdélicos H-4 y H-5 en CDCl3 Yy

CH,OH
NH.,/MeOH
3 N \y

36 —
HO
H 0 ) 0
| HO OH
n

NHB/MeOH N4§ ' N4¥

I o
CH,0H CH_0H
HO— .0 HO— ¢
' HO OH o)<
B
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en DMSO. Dichos valores fueron AS = dbMSO - J&DCl = 0,33 para
el H-5 del derivado 41 ,y 44-0,72 para el H-4 del derivado 43.

La configuracién anomérica se determind aplicando el criterio de
Imbach ¥y 001.81’82, que permite la determinacidn por espectrosco-
pfa de RMN, de las configuraciones andmeras de 2°,320-isopropili-
den-ribofuranosilnucleosidos. El criterio se basa en la diferen-
cia de desplazamientos qufmicos (4d = JhH - JbH ) de los metilos
del grupo protector 2;3fo-isopropilideno. Una diferencia de des-
plazamientos quimicos, AJ entre dichos grupos metilo = C,18ppm es
indicativa de una configuracién anomérica ﬁ!, mientras que un va-
lor AJ ¢ 0,10ppm es indicativo de una configuracidén anomérica of . -
Este criterio es aplicable unicamente a nucledsidos, ya que se ha
sugerido que la diferencia de AJ entre anémeros oL y f3 se debe al
distinto efecto anisotrdpico que ejerce el anillo heteroaromdtico
de la base sobre los dos grupos metilo, Las diferencias de despla
zamientos quimicos de los dos grupos metilo fueron para el compues
to 41 AJDMSO = 0,18 y AJCDCl = 0,21 y para el compuesto 43 -
AS = 0,16 y A4d,

DMSO CDC1
mente la configuracidén ﬂ de los dos E:BLO—isopropiliden nucleosi-

= 0,20, Estos valores indicaron clara-

dos 41 y 143, de los dos hidroximetil-1,2,3-triazoles desprotegidos
40 y 42, de los dos hidroximetil-1,2,3-triazoles acetilados 36 y
37 y por tanto de la azida de partida y de los nucledsidos prepa-

rados a partir de ella,

La asignacién de la configuracién ha podido --
extrapolarse desde los nucledsidos de 1,2,3-triazol hasta la azi-
da de partida, porque no es de esperar que se produzca una anome-
rizacidén en la reacciédn de cicloadicién dipolar-1,3. De hecho, en
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en ninguna de las reacciones de este tipo descritas hasta ahora50

58,59,63,64,66 se ha observado ningidn tipo de variacién en la con
figuracién anémera del nucledsido de triazol con respecto a la a-

zida de partida.

2.1.2- Obtencidn de nucleosidos alquilantes monofuncio-

nales de 1,2,3-triazol por cicloadicidédn de azidas

de ribofuranosilo a haluros de propargilo

En este apartado se describen las reacciones
de ecicloadicidn dipolar-1,3 de las azidas 29 y 31 a cloruro y bro
muro de propargilo. También se demuestra la configuracién anoméri
ca { de la azida 29 mediante la aplicacién del criterio de Imbach
y 001.81’82 a los desplazamientos quimicos de los metilos isopro-

sopropilidénicos de los 2]3{0-isopropiliden nucleoéidos prepara-

dos a partir de dicha azida 23.

La reaccién de eicloadicién dipolar-1,3 de la
azida 29 a cloruro de propargilo en tolueno anhidro, condujo, tal
como era de esperar debido a la asimetrfa del dipolardfilo. a dos
productos isémeros, el 4-clorometil-1,2,3-triazol E& y el S5-cloro
metil-1,2,3-triazol 45. En la mezcla de reaccidén predominé el isd
mero 4-clorometflico, menos impedido estéricamente, que se obtuvo
con un 34% de rendimiento frente al 5-clorometflico que se obtuvo
con un 5% de rendimiento. Las estructuras de los productos se de-
terminaron a partir de sus datos analfticos y espectroscépicos. -
Los andlisis elementales indicaron la formacién de los aductos co
rrespondientes. E1 andlisis elemental del producto 44 indicé que

dicho producto cristalizaba con una molécula de acetato de etilo,
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procedente del disolvente empleado en su recristalizacién. La pre
Tro
;fi%N
3
?><:?
29
+

TrO Tro 0

N-—-.

0 {’; Lﬂ c1 ' N \
> N 2 , >< W

14 . 45
sencia de-;;ta molécula de Acetato de etilo se confirmé mediante
el espectro de RMN. En el espectro de IR se observé la desapari-
.cidn de la banda de azida a 2135 cm"l, lo que indicé que el aduc-
to se habfa formado sobre dicho grupo azida. La posicidn del sus
tituyente (CH201) se determiné a partir de los valores de 4d en -
dos disolventes del protén aromdtico triazélico H-4 § H-5. De nue

vo como cabfa esperar el valor Ad = JbMSO -d, = 0,30pom del

CDC1
isémero 4-clorometflico 4h fué mavor que el del isémero 5-clorome
t{lico 45 para el que Ad = 0,02ppm, lo que nos permitid 1la asigné
cién inequfvoca de la posicidén del grupo clorometilo en ambos deri
vados . La confisuracién anomérica de los clorometil derivados y
por tanto de la azida de partida se determiné midiendo la diferen
cia de los desplazamientos qufmicos de los metilos del grupo iso-

propilideno y aplicando el criterio mencionado anteriormente para

la determinacidén de la configuracidén de la azida J1. Dichas dife-

»
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rencias de desplazamiento fueron, para el compuesto E& AJBMSO=
0,09ppm, AJbDCl = 0,11lppm y para el compuesto 45 4dpysn= 0,04
ppm,AJ'CDC1 = 0,06ppm. Estos valores indicaron claramente la -
configuracidn anomérica o{ de los dos clorometil-1,2,2%-triazoles
M4 y 45 y por tanto de la azida de partida y de los nucledsidos

preparados a partir de ella.

Andlogamente, la cicloadicién dipolar-1,3 -~
de la azida 31 a cloruro de propargilo en el seno de tolueno --
anhidro condujo a una mezcla de isémeros UY-clorometflico Eg ¥y 5-

clorometflico EZ. Dichos productos se obtuvieron como una mezcla

,CH,C1
N:
AGO N 4 ¢ 7
il 2Nk | "]
+ HCEC-CH201 ——— + cnac
AcO Ac AcO O~ AcO O~
2L

AcO OAc AcO OAc

LTS 47

de jarabes cuya movilidad cromatogrdfica en distintos disolven-
tes fue muy semejante., Las bandas correspondientes a los dos pro
ductos corrfan parcialmente superpuestas por lo que solo el com-
puesto EQ que apareciéen la banda mas alejada del origen, pudo
ser obtenido puro en forma de jarabe, El producto EZ se obtuvo -

mezclado con pequefias cantidades de 46.
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La reaccién de cicloadicién de las azidas 29
¥ 31 con bromuro de propargilo dio lugar a la formacidén, en cada
caso, de un vinico isémerc, el 4-bromomstil derivado 48 49, res

pectivamente,

TroO
29 + HCECHBr e o ‘WWCHQM
E><f =N

31+ HCECHQBI- AcO

AcO  OAc
49

—

Debido a la naturaleza bencflica del grupo
halometilo de los trilazoles, estos compuestos son muy reactivos
¥ pueden descomponerse facilmente por reaccién con nucleédfilos
como agua, incluso humedad ambiental, alcoholes etc. La facili-
dad de descomposicidn de estos productos auvmenta con la reacti-

vidad del grupo halometflico, es decir CH201<CH Br <CH21. Esto

2

»
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ha podido observarse en otros derivados nucleosfdicos de halome-
til-1,2,3~-triazoles sintetizadcs previamentesT, que con el paso
del tiempo o por exposiclén al ambiente ennegrecen. Los espectros
de RMN de estos productos "envejecidos" presentan bandas adicio-
nales que indican la formacién de nuevos compuestos a partir de

los halometlltriazoles de partida.

Los clorometilderivados 44, 45, 46 y 47 fue-
ron estables, pero la descomposicidén fue notable en el caso de -~
los bromometilderivados 48 y 49, especialmente en el caso del --
producto Eg que fue cromatografiado varias veces en capa fina --
preparativa. Despues de cada purificacién cromatogrédfica, ain ex
tremando las condiciones de sequedad de los disolventes, el jara
be siempre se ennegrecid y descompuso. Como resultado, no pudo -
obtenerse un an4lisis elemental correcto, sino solo aproximado,
para el bromometilderivado 22. Sin embargo,la identidad decl pro-
ducto se determiné en base a sus datos espectroscédpicos. En el -
espectro de IR se observé la desaparlcidn de la banda a 21750m'1
correspondiente a la azida. En el espectro de RMN se observd la
presencia de las sefiales de todos los protones, a los desplaza-
mientos qufmicos adecuados ¥y con las intensidades y acoplamlen-
tos que eran de esperar (Tabla-1). Por dltimo, el espectro de —--
masas dio dos picos a 420(Mt41) y a 422(M++3), con le misma in-
tensidad, caracterfsticos dz21 pico molecular protonado para los
dos isétopos del bromo. La fragmentacién de dicho compuesto tam-
bién fue coherente con la estructura propuesta, ya que se obser-
varon picos a m/e 340(0,5%) atribuible a la pérdida de Br por -
parte del ién molecuiar. Tamkién se observd un pico a m/e 259(60%
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caracterfstico dz1 ién resto de azdcar, procedente de 1z escisidn
del enlace glicosfdico. Otros picos significativos son los que a-
parecieron a m/e 163 y m/e 164 que se atribuyen al ién de la base
resultante al romperse el enlace glicosfdico, al que se han trans
ferido dos 4tomos de H del azdcar. Esta fragmentacién y transfe-
rencia de H es caracterfstica de nucleosidosss. La presencia del
dtomo de bromo quedd evidenciada ademds de por el andlisis elemen
tal cualitativo (aunque incorrécto),‘por'larpresencia de grupos -
de dos picos, diferencliados por dos unidades de masa, de la misma
intensidad a 346, 348 (24) y 304, 306 (4%) que junte eon los que
acaban de mencionarse son atribuibles a fragmenbos que contienen
un 4tome de Br. Por otra parte la estructura del bremometilderiva
do 48 y de los clorometil derivados 46 y 47, s= determiné a par-
tir de sus datgs analfticos y espectroscédpicos de IR y RMN (Tablas
1y 2), de forma anfloga a la indicada anteriormente para los hi-
droximstilderivados 36 y 37 y los clorometilderivados 44 y 5.

Hay que reéaltar que la diferencia de desplazamientos qufmicos de
los metilos del grupo isopropiliden de ﬂg en DMSO fue Ad= 0,09ppm
y en CDCl3 Ad = 0,1lppm lo gue confirmé la asignacién de configg
racién anomérica &£ de la azida 29 hecha anteriormente en base a -
los datos obtenidos para los clorometilderivados && y Eé. Los da-
tos del andlisis elemental del derivados 48 indicaron que dicho -

producto se aisld en forma de bromhidrato.

2.1.3- Obtencidn de nucledsidos de 1,2,3-triazol-4,5-di

sustituidos por cicloadicidén de ribofuranosil a-

zidas a acetilenos

»
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La reaccién de cicloadicién de la tri-O-ace_
ti1-B-D-ribofuranosil azida 31 a 1,4-diclorobutino y a 1,%-dihi_
droxibutino condujo al 4,5-bis(clorometil)-1,2,3-triazol 50, que
se obtuvo como un sélido cristalino y al 4,5-bis(hidroximetil)-1
?,3-triazol 51 respectivamente. Debido a la simetrfa del dipola-
réfiloc, en estas reacciones solo se obtiene un producto de clclo
adicidn. Como en los casos anteriores las reacciones de cicloadi
c¢ién dipolar-1,3 se llevaron a cabo calentando los reactivos en
el seno de disolventes inertes como tolueno anhidro, y los proce
sos de separacidn y purificacién se llevaron a cabe con rapidez

Yy en ausencia de humedad.

31 + CICH,-CEC-CH,C1
CH X
N. 2
V/,
"4 |
\N
UH2X
AcO
AcO OAc
_5_0, X= C1
31+ HOCH,-CEC-CH,O0H 51, X= OH

Aunque el 4 ,5-bis(hidroximetil)-1,2,3-triazol 21 no es un nucleé

sido alquilante se preparé para establecer relaciones estructura-
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actividad y para su posterior transformacidn en otros tipos de -
nucledsidos alquilantes difuncionales. Las estructuras de 50y -
51 se determinaron mediante técnicas analiticas y espectroscépi-
cas de IR y RMN (Tabla-1). En el espectro de RMN ademds de las -
sefiales propias de todos los protones del azidcar aparecieron dos
singletes correspondientes a los desplazamientos qufmicos de los
grupos -CH2X en posicién 4~ y 5-, los valores de J a los que apa
recieron fueron 4,62 y 4,73 para el derivado 51 y 4,77 y 4,80 pa
ra el compuesto 50. A pesar de la gran similitud de los dos gru-
pos CH2X en posiciones 4 y 5, sus sefiales respectivas en los es-
pectros de RMN pudiercon ser identificadas. De los dos singletes

el que aparecla a campo mas bajo fue asignado al grupo -CHQX en

posicién-5, contiguo al N-sustitudo, debido al efecto de desapgg

tallamiento que el azdcar ejerce.

Como se ve en las tablas 1 y 2 los desplaza~
mientos qufmicos de los protones del grupo halometflico en los -
compuescos monosustituldos &é y EZ ¥y del grupv hidroximetflico -
en los compuestos monosustituidos 2§ ¥ 37 por un lado y El y iz
por otro siguen una pauta semejante.Es decir, registrados en un
mismo disolvente, el grupo metileno en posicién-5 aparece a2 cam-

‘'po mas bajo que el situado en posicién-u.

2.2~ SINTESIS DE NUCLEOSIDOS ALQUILANTES DE 1,2,3-TRIAZOL

POR REACCION DE TRANSHALOGENACION

La obtencidén de los iodometil derivados por ¥
el procedimiento de cicloadicién de las azidas 29 ¥ 31 a ioduro

de propargilo tiene el inconveniente de la obtencidn de este l-
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timo producto, que es muy inestable. Por ello resulta mas conve
niente sbtenerlos a partir de un nucledsido preformado. Bn un -
trabajo previo en nuestro 1aborator1067 los lodometil derivados
se obtuvieron a partir de los hidroximetil derivados correspon
dientes, por tratamiento con trii‘enil-fosfito/l2 en 1,2-dimeto~
xletano. Este reactivo presenta la ventaja de operar en condiqig
nes muy suaves, es decir a temperatura ambiente y a pH neutro,
que no afectan a la estabilidad del nucledsido de iodometil-1,2,
3-triazol resultante. En el presente caso, este método ho es -~
miy convenlente, ya que la reaccidén de obtencidn de los triace~
til-ribofuranosil~hidroximetil~1,2,3~triazoles tanto monchidroxi
met11(36 y 37)como 4,5-bis(hidroximetil)(51) derivadds que son
los productos de partida para la 1odacidn, produce bajos rendi-

mientos.

Por ello se empled un procedimiento diferen-
te que utiliza como productos de partida los clorometilderivados
44, 45, 46 y 47 y los bromometil derlvados 48 y 49. Este wétodo
de transhalogenacién consiste en hacer reaccionar el cloro- o -~
bromometil-derivado de bartida con loduro sédico en acetora. El
ioduro sédico es soluble en acetona mientras que el cloruro sé-
dico ¥ bromuro sédico no los son. La precipitacién del eloruro
o bromuro sédico, a medida que se produce el intercambio de ha-

14geno, es lo que hace progresar la reaccién.

Asi el iodometil derivado 52 se obtuvo por -
reaccién del U-clorometil derivade 44 con ioduro sédico en aceto
na. El producto se identificé por sus datos analfticos y espec-

troscépicos. En el espectro de RMN de 52 no se observaren grandes
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diferencias con recpecto al del derivado i& en lo que respecta a

los protones del azdcar e incluso al H-5 triazélico que aparecié

N H Cl

N
/\—————-——‘K_?\
O N§§ :::&\\C

a & pyso = 8520y JbDCl = 7,90 para el clorometil derivado 44
ya dpugo = 8,19 ¥ JCDCl = 7,86 para el iodometil derivado 52
Unicamente s2 observd variaciédn en el desplazamlentp gquimico de

los protones del gruoo 4-halometflico que aparecieron a JbMSO
4,87 y‘JCDCl = 4,73 para el 4-clorometil derivado 44 y ad

DMSO™

h,61 y ‘{CD01 = 4,54 para 4-iodometil derivado 52. Tal como era

de esperar, cgando los espectros de RMN de compuestos andlogos se
registran en un mismo disolvente (P. ej. CDClj) los protones del

grupo -CH201 (P. eJ. de los compuestos 44 o Eg) aparecen a campo

mas bajo que los del grupo -CHQBr (compuestos 48 o Eg) ¥y estos,

a su vez, a campo mas bajo que los del grupo -CHQI (compuestos 52

o 22).

Por otra parte la reaccidn de una mezcla(2:1)
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de los dos clorometil derivados 46 y 47 con ioduro sédico en ace
tona condujo a la formacidén de los h-iodometil—l(2,3,5-tr1—0—aq2

til—B—D—ribofuranosil)—1,2,}—triazol 53 con un rendimiento apro-

ximado del 60%.

CHAC1 CH,I CH_,Br
2 N. 2 N 2
/
T (T {7
\N \N \N
AcO AcO AcO
0

AcO OAc AcO OAc Ac OAc

16 53 49

La no obtencidén del 5-iodometil derivado puede explicarse debido
al impedimento estérico que puede suponer la entrada de un grupo
voluminose como es el I en el CHQX contiguo al N-sustituido. La

importancia de este efecto estérico se observd, igualmente, en -~
la cicloadicién dipolar-1,3 de las azidas 29 ¥y 31 a bromuro de -
propargilo (apartado 2.1.2) que dié lugar Unicamente a la obten-

cién de los isdmeros U-bromometflicos 48 y 49, respectivamente.

E1 l-iodometil derivado 53 se obtuvo también
por reaccién del correspondiente bromemetil derivado 49 con INa

en acetona. Como en €l caso del bromometil derivado Eg, el iodo-~
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metiltriazol 53 fue un jarabe muy inestable, ennegreciéndose r4-
pidamente despuds de su purificacidn cromatogrdfica. Tampoco en
este caso fue posible la obtencidn de un microandlisis correcto.
Por ello la identificacién de este compuesto se hizo, analogamen
te, mediante técnicas espectroscédpicas de RMN y masas. Les espec
tros de RMN de 22 y 53 (Tabla-1) no presentaron grandes diferen-
cias en las sefiales correspondientes a los protones del azdcar y
al H-5 triazélico que aparecid a J.DMSO = 8,36 y drCD01 = 7,78
para el bromometil derivado 49 y a d pycy = 8,29 ¥ JbDClj =7,70
para el iodometil derivado 53. Lo que si se observé, como era de
esperar, fue el desplazamiento a campo mas alto, de la sefial del
-CHQX, al pasar del bromometil derivado 52 donde dicha sefial apa
recié a JDMSO =N,73 y JCDCl = 4,55, al iodometil derivado 53
donde aparecid a JDMSO = 4,56 y JCDCl; = 4,42, En el espectro
de masas del iodometilnucledsido 53 se observé un pico a m/e 468
(0,1%) correspendiente a la molécula protonada (también el bromo
metll derivadc dié fnicamen%e el pico ccrrespondiente a M++1).
La fragmentacidén tamtién fue ecoherente con dicha estructura ya -
qQue se observaron picos a m/e 340 (0,4%) atribuible a M+-1, m/e
259 (40%) atribuible al idén del azdcar procedente de la ruptura -
- del enlace glicos¥dico y a m/e 209(15%) debido al idn de la base

al que se han transferido dos H,

Con el fin de ensayar la actividad bioldgica
de los nucledsidos desprotegidos y compararla con la de los nu-
cledsidos con grupos protectcres en el azdcar, para establecer la
importancia del grupo protector en la actividad bioldgica, deci-

dimos preparar el 4-iodometil-1(o{-D-ribofuranosil)-1,2,3-triazol



16

54, por tratamiento del derivado protegido 52 con una disolucién
de HC1 en etanol anhidro. E1 producto QE resulté ser muy inesta-

ble aunque su formacidn se detectd por RMN por la desaparicidn -

Tro HO

N}i\;}\cn I - }{N—B\ :

HO OH Q§N CHEI

22 54

de las sefiales correspondien“es a los grupos protectores de los
OH del azdcar y la aparicién de Tres sefiales a {DMSO =7,79,7,21
y 6,65 que se asignaron como las sefiales correspondientes a los
OH de azdcar, se observé ademds una sefial a ‘rDMSO = 8,36 que se
asigné como la sefial correspondiente al protdén triazélico H-5 y

una sefial a ‘{DMSO = 6,32 que se aslignd como la sefial correspon

diente al protén andmero del azdcar.
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3. SINTESIS DE NUCLEOSIDOS ALQUILANTES DE 1,2,4-TRIAZOL

En este apartado se describe la preparacién

de l-glicosil-1,2,%-triazoles alguilantes para su posterior ensa

N N
Iy — 3
G1-X + \ \Iil
H C1
55
N /)\\\CH LOH
ssl \
I\ 7\
N c-———-——-—-N N
\? CH,,T \T CH,C1 \N/)\\‘CHQBr
G1 G1 G1
2L 58 59

N N ’
SN N//: S e

N > CH

| EN\CH SCHC1
G1 Gl

60 61

Cl= 2,3,5-tri-O-acetil-p-D-ribofuranosilo
B-D-ribofuranosilo
2,3,h,6-tebra—o-acetil-p—D-glucopiranosilo

»
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yo como agentes citostdticos. La preparacidén de los distintos nu
cledsidos de 1,2,4-triazol se hizo segin el esquema-IV de reac- °
c¢idn. Fl proceso consta de cuatro etapas: 18/ Glicosidacién de -
1,2,4-triazol con distintos derivados glicosfdicos para dar los
nucledsidos de 1,2,4-triazol 55, 22/ Hidroximetilacidn de los nu
cledsidos 55 para dar 1los nucledsidos de 5-hidroximetil-i,2,4-
triazol 2§, 38/ Preparacién de los 1-glicosil-5-halometil.1,2,4-
triazoles 57, 58 ¥ 59 a partir del 5-hidroximetil derivado 56 y
he/ Obtencidn de otros nucledsidos portadores de grupos alquilan

ter "cl4sicos" 60 v 61 a partir de los 5-halometil derivados ob-

tenidos en la etapa anterior,

3.1~ PREPARACION DE NUCLEOSIDOS PCR GLICOSIDACION DE BASES

HETEROCICLICAS

Ia reaccién de glicosidacién es comunmente - .
conocida en la quimica de azdcares y nuclebsidos y puede realizar

se por cvalgquiera de las técenicas conocidas. Fn el campo de los

86

nucledsidos, estas técnicas son fundamentalmente tres
86a

t el mé-
todo de Koenigs-Knovrr o el del metal pesado, el método de fu-

sién87 y el método de Hilbert—Johnson88.

El procedimiento del metal pesado usado para
la sintesis de N-glicdsidos se puede considerar como una modifi-~
cacién de la reaccidn de glicosidacién de Koenigs-Knorr, Estos
dos autores86a demostraron que el tratamiento de o{~acetobromogl
cosa éz con metanol en presencla de carbonato de plata, que actu
de aceptor de 4cido,wda lugar al metil—tetraacetil-Q-D—gluc6sido

ég. Posteriormente Fisher y Helferich86b hicieron reaccionar la
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misma KL-acetobromoglucosa con la sal de'plata de 2,6—dicloro-p3

rina en xileno caliente y obtuvieron el nucledsido protegido éﬂ.

c1
s N
|
X N
CH_OAc CH_OAc ;
OMe
D 0 .
@ -— Ohe ——>  AcOCH,
O AcO Br
OAc OAc OAc
AcO
OAc
62 63 64

Una de las variantes mas utilizadas de la técnica de Koenigs-

Knorr es la denominada del "Cianuro mercdrico-nitrometano"sg, -
gque supone la reaccién de un haluro de glicosilo con un hetero-
ciclo adecuado, en nitrometano a reflujo, en presencia de ciang

ro meréﬁriéovque actda como aceptor del hidrdcido producido en

la reaccidn.

Segdn el mecanismo aceptad086 (esquema V), -
esta reaccidn la inicia el 4tomo de mercurio, que, con su elec-
trofilia facilita la disociacidn del idén haluro del azdcar dando

lugar a la formacién de un ién aciloxonio (65). Este catién es

»
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atacado por uno de los centros nucleéfilos de la base heterocf-

clica, dando lugar a la formacién de un catidn del heterociclo,

(§§)que se estabiliza perdiendo un protén. Debido a la existen-
QN
Hg-CN

/

X

+ CNH

OCOR

67 Esquema-V 66

cia del ién aciloxonio 65, la base siempre ataca al azmfcar por
la cara opuesta a la que ocupa el grupo acilo en posiciédn-2/ Por
tanto, los nucledsidos que se obtienen por este procedimiento -

muestran casi exclusivamente una configuracidn 1;2”trans.

90
87

Sato y col. fueron los primeros en aplicar

el denominado método de fusidn®'para la prevaracidn de varios
nucledsidos de purinas. Este procedimiento consiste en calentar

vacfo la base heterocfclica y el derivado glicosfdico, en ausen
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cia d= disolvente y en presencia, normalmente, de un 4cido préti-
co o de Lewis que actda como catalizador. Posteriores estudios -
de Ishidc y 001.91’92 sobre la reaccidn dsz fusidn con purinas han

demostrado que la catdlisis por dcido de Lewls no es necesaria.

E1l hecho de que la reaccidn de fusidédn opueda
realizarse tanto con catflisis dcida como en ausencia de catali-
zador exlige un mecanismo que puede dar cuenta de esta variedad de

hechos experimentales.

Seg¥n un estudio mecanfstico realizado por -
Hoscnoge, sobre la reaccidn de fusiédn de 2,5-dicloropurina y te-
traacetil—P—D—ribofuranosa, el mecanismo de las reacciones de fu

sién realizadas en ausencla de dcido serfa el siguiente:

c1
v N\ c1
01)i1q\/,[N> NN
i )\

AcO + CH COQH

AcO 3

.AcO OAc

Esquema-~VI1

»
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E1l mismo Hoson092 suglere oue el mecanlismo de 1las reacclones cat&
lizadas por 4cldo serfa muy similar y en €1, las purinas normales
podrfén activarse por interaccidén con los catalizadores dcidos -

para reaccionar con azdcares peracetilados. Dicho mecanismo serfa

como sigue:

+ HC1

#1-OAc

/N‘\:l N\> CH,,CO i NV\Q j\>
N

(s %,
-

Lz
[ ToN
el

ZnCl

+ 2ZnCl, (’

70 c1”

Esquema-VIT

La cat4lisis madiante 4cido p-toluensulfénico u otro £eildo préti-
co puede explicarse andlogamente. El 4cido protonarfa N-3 para -
dar un catidn de purina andlogo a §§, d= este catidn la base con-
jugada abstrae un protén en N-9 formando una purina activada como

69 , La conversidn al nucledsido 70 transcurrirfa de forma andlo-

ga con la liberacién del catalizador 4cido prético.
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El método de los d2rivados sililados estd ba-

sado en el procedimiento de Hilbert y Johnson88

s, gqulenes, en 1930
mostraron que la reaccidén de 2,4-3dtmetoxi-pirimidina con yoduro
de metilo a temperatura amdiente, producfa 4-metoxi-l-metil-2(1H)
pirimidina, que por tratamiento.con 4cido daba lugar al l-metil-

uraciln.

El procedimiento de los derivados sililados,
que supera la mayorfa de los inconvenientes que presenta el empleo

93,94
y

de alcoxipirimidinas consists en la reaccidn de un trimetil
sililderivado de la base‘heterociclica con el derivado glicosfdi-
coenel seno de un disolvente inerte adecuado. Semin el mecanismo
propuesto para esta reacc16n90 (esquema VIII) si se parte de una
halogenosa con los sustituyentes de los carbonos 1 y 2 situados

en posicién trans, la reaccidén transcurre a través del idn acilo
xonio-1,2 71 de un modo and{logo al mecanismo ya asignado para el
método del cianuro mercdrico-nitrometanc.El nucledsido formado -
por este mecanismo, si partimos de trans-1,2 derivados de ribosa

0 glucosa, tendrfa configuracidn {_); . Pero si se parte de una ha-
logenosa en la que los sustituyentes de las posiciones 1 y 2 es-~
tdn en posicién cis, su disoclacién puede ocurrir directamente -
con pavtieipécidn dellos electrones desapareados del oxfgeno del
aniilo para formar un ién carboxénio 72 (esquema VIII), que po-
drfa ser atacado por un centro nucledéfilo de la base por cualquiler
lado del plano del azdcar, al mismo tiempo que tambifn podrfa —-
transformarse en el 16n aciloxonio cfclico 7i. En este caso, se v

obtendrfa una mezcla de anémeros, siendo la contribucidn relativa

del ién carboxonio 72 a la reaccidn total quien, en efecto, deter
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minarfa la proporcidén de 1;2fcis-nucledsido en la mezcla de pro-

\/
X N
-0 -0
T —
0
O\c// . R

|
\R R 0

Al

" 71
Y

]

'

:o

1]

v 1
PR

~0x¢ -0
- _— /
X

i M
ﬁR OCR CR

o H i

0 0

72

Esquema-VIII

ductos finales. Por tanto, aunque en muchos casos solo se han ob-

95

tenido nucledsidos 1,;2Ztrans
n96

no puede aplicarse "a priori" 1a
"regla trnas para la asignacién de la estructura de los produc
tos de reaccién. También hay que destacar que en algunas reaccio-
nes de este tipo se pueden bbtener O—glicdsidosg7. Vorbriggen y

c01.98:99 nan 11evado a cabo una modificacién del procedimiento de
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Hilbert-Johnson, consistente en utilizar, en lugar de haloazcares

azdcares acilados o alquilados en la posicién-1, en presencia de

98

catalizadores de Friedel-Crafts. Estos autores postulan el ata
que electréfilo del catién del azdcar a las bases sililadas como
en una reaccién de Friedel-Crafts. Este procedimiento se ha apli

98 E} 100 lol

cado con &xito a la sintesis de pirimidinas , purinas y

sus anflogos heterocfclicos.,

Recientemente Vorbrﬁggenlo2

» ha descrito una
nueva sintesis de nucledsidos en un solo paso, que no exige la -

sililacidén previa de las bases heterocfclicas.

3.2~ SINTESIS DE NUCLEOSIDOS DE 1,2,4-~-TRIAZOL POR GLICOSI-

DACION

La sintesis de 1(2,3,5-tri-0-acetil-f-D-ribo
furanosil)-1,2,4-triazol 73 se realizé por el procedimiento de -
fusidén calentando 1,2,4-triazol y 1,2,3,S—tetra-o-acetil—p—D-ri_
. 83

bofuranosa®”’ en presencia de 4cido p-toluensulfénico como catali
zador. La fusién se realizé a una presién de 15 mm Hg, a una tem
peratura de 1602C durante 45 minutos. En la reaccién de glicosi
dacién se obtuvo un vnico producto, con un rendimiento del 81%,

que se jdentificéd como 73 en base a sus datos analfticos y espec
troscéplcos. La sfntesis del 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-gluco_
piranosil)-1,2,4-triazol 74 se 11evé a cabo con un 81% de rendi-
miento, calentando a reflujo de nitrometano una mezcla de 1,2,4-
triazol y «-acetobromoglucosa en presencia de (CN)2H389. La sin—

tesis de T4 se intenté también por los métodos de sililacidnlo2

87

pero en ambos casos se obtuvieron mezclas de pro-

»
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ductos, los que disminuyd claramente los rendimientos del produc

N
AcO 0 OAc l;-—-bi N
————w  AcO
.
N 0
H
AcO OAc
Ac Ac
3
Il
v\
NN
AcO
7"% (CN)QHg AcO
W) o+ Yy T
N CH N02
AcO Br H 3 : QAc
OAc AcO

OAc

74

to deseado'zﬁ y dificultd su aislamiento y purificacidn.

' Las estructuras de 3y 74 se determinaron -
en base a sus datos analiticcs y espectroscépicos. En primer lu-
gar los andlisis elementales de 3y Zﬂ dieron férmulas empiri-
cas que correspondfan a las estructuras propuestas. La posicién

de glicosidacién de los derivados 73 y 74 se establecid como se
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indica a continuacién._Debido a la equivalencia de los dos £tomos

de nitrégeno N-1 y N-2, en la glicosidacidn del resto glicosidico

ﬁ"ﬁg& . N™N

; (>

N\N
-0 N\N ————
R B
OAc

] 76

-+

con el 1,2;4-triazol solo se pueden formar dos nucledsidos isé-

meros, el derivado Z§ ¥y el derivado Zé. Estos dos nucledsidos dg
ben ser diferenciables en RMN.E1l derivado 75 debe presentar en -
su espectro RMN en la zona correspondiente a los protones aromé_
ticos dos sefiales de § perfectamente diferenciados que correspon
deran a los H-3 y H-5 del anillo de triazol. Mientras que el de-
rivado 76 debe presentar en la misma zona una Unica sefial corres
pondiente a los H-3 y H-5, ya que debido a la simet;ia del_1,2,4
~triazol sustituido en 4- y a la libertad de rotacién en torno -
al enlace giicosidico ambos protones triazélicos deben ser equi-
valentes. En nuestros derivados 73 ¥y Zﬂ aparécieron en ambos ca-
sos dos sefiales perfectamente diferenciadas a J = 8,27 y J=8,88
en DMSO para 73 y a d=8,12 y d= 8,90 en DMSO para Z& (Tabla 3)

correspondientes a los H-3 y H~5, con lo cual pudimos concluir -

»
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que la glicosidacidén habfa tenido lugar en N-1 y no en N~ﬁ. De -
los dos singletes el que aparecfa a campo mas bajo se asigné a -
H-Slo3 contiguo al N-sustituido, debido entre otrbs, al afecto -
de desapantallamiento que el azdcar ejerce sobre el protén conti
guo al N-sustituido. Esta asignacién se confirmé estudiando las

diferencias de desplazamiento qufmico de los H~3 y H-5 en dos di

solventes distintos DMSO y CDC1l,_, ya que el desplazamiento‘quiml

3
co del protén adyacente al nitrégeno sustituido (H-5) en 1,2,4-
triazoles es mas sensible a los camblos de disolvente que el HQ

o4 ‘
31 . As{ los valores de Ad= JbMSO - JED013 para los H-5 (pro-

tones a campo mas bajo) fueron 0,5 ppm para ambos compuestos 3
y 7% y los valores de 44 para los H-3 (protones a campo mas alto)
fueron 0,15 ppm para el compuesto 73 y 0,08 ppm para 1&. En cuan
to a la configuracidén anomérica de Jos dos nucledsidos preparados
en el caso del compuesto Zﬂ, se asigné como P. ya que el valor de
la constante de acoplamiento J1,2,= 9 Hz es caracterfstico de un
acoplamiento 1,2-trans-diaxial que para uh derivado de D-glucopi
ranosa solo es compatible con una configuracién anémeralg . Ade-
mds, el mecanismo aceptado para el método de glicosidacién de -

86

cianuro mercyrico-nitrometano empleado, también sugiere que el
producto obtenido debe tener configuracién 1,2-trans , es decir

configuracién anomérica t} .

Sin embargo en el caso del compuesto 73 el -
valor de J1,2;= 3Hz, como se menciond anteriormente para las gli
cosilazidas y nucledsidos de 1,2,3-triazol, podfa corresponder -
a ambos anémeros ¢{ y B 80. Por otra parte en el procedimiento de

fusién, empleado en la sIntesis de este producto, el ataque de -
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la tase al carbono anomérico del carbohidrato no es estereoespect
ficoy de ahi que suela conducir a mezclas de anémeros. Por ello,

la cmfiguracidn anomérica de 73 se demostrd por via qufmica, tra
tande¢ dicho compuesto con una disolucién de amoniaco en metanol -
que tondujo al producto desacetilado 77. La comparacidn de los - -
puntss de fusidn y espectros de RMN de 77 y de 1(‘3—D-ribofurano__

sil)-1,2,4-triazol, descrito en la bibl:lografifalo3 indicé que am-

7\ o
D L3
NHB/MQOH

ACO B —

0 HO

AcO  OAc HO  OH
3 7

bos ompuestos eran idénticos. Esto permitié establecer la confi-

guracién anomérica p tanto del derivado 76 como del derivado 73

‘del jue procede.

3.3~ HIDROXIMETILACION DE 1-GLICOSIL-1,2,4-TRIAZOLES

A Un segundo paso hacia la sIntesis de los nu-
cledidos alquilantes de 1,2,4-triazol consiste en la introduccién "
de w resto hidrokimetilo, que posteriormente serd transformado -
por medio de diversos reactivos, en los correspondientes halome~

ti1-1,2,4-triazoles.
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La reaccién de hidroximetilacién se llevd a
cabo calentando una disolucidn de los lfglicosil—l,2,h—triazoles
73 ¥y T4, obtenidos en la etapa anterior, con formaldehidolos.
Como fuente de formaldehfdo puede emplearse una disolucidédn acuo-
sa al 30-40% de formaldehfdo. También puede emplearse un codisol
vente orgédnico tal como dioxano, 1,2-dimetoxietano o un éter de
punto de ebullicién préximo al del agua. Debido a la volatilidad :

del formaldehfdo es necesario realizar la reaccién a una tempera

tura comprendida en el intervalo de 802C-1302C durante 7-24 horas

ZK:izl
il

N
N N
' CH,0 -~ CH,,0H
R R
2 8
4 (&)

e
-]
[

2,3,5-tri—O—acetil-p-D—ribofuranosilo

12 I3
< <«
I3 I3
we
i

2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucopiranosilo

Por reaccién del derivado 73 con formaldehfdo acuoso, en dioxano
a 10590 durante 16 horas, se obtuvo el 5-hidroximetil derivado 7
con un 22% de rendimiento. En esta reaccién se forman gran cantl
dad de productos poliméricos y de descomposicién, debidos posibl
mente a las enédrgicas condiciones de reaccién. También aparecen,

ademds, varios ribosil-1,2;l4-triazoles parcialmente desacetilado
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que no se caracterizaron totalmente, pero cuya presencia se esti
blecié por RMN. Andlogamente por reaccién del derivado 74 con -
formaldehfdo acuoso a 115°C durante 16 horas se obtuvo el 5-hidro
ximetil derivado 79 con un 61% de rendimiento, en forma de jara-
be, cromatogrdficamente homogéneo, que cristalizé espontdneamen-
te al cabo de un afio. En ninguna de las dos reacclones se detec~
té la formacién del 3-hidroximetil derivado. Las estructuras de
ambos compuestos 78 ¥y 79 se establecieron a paytir de sus datos
analfticos y espectroscépicos. Los valores encontrados para C, H
¥ N ea los andlisis elementales Ce 78 ¥ 79 fueron concordantes -
con los que cabfa esperar para las estructuras propuestas. La po
sicién del grupo hidroximetilo se determind coﬁparando los espec
tros de RMN de los glicosil-hidroximetil-1,2,4-triazoles By 19
con los espectros de RMN de los glicosil-1l,2,4-triazoles de par-
tida 73 ¥y 74 En los espectros de RMN de ambos hidroximetil deri
vados se observé en la zona correspondiente a los protones aromé
ticos, 1z desaparicién del singlete que aparccfa a campo mas ba-
Jjo (11-5), manteniéndose, sin embargo, el que aparecfa a campo mas
alto (H-3). Este protén aromdtico triazblico aparecid a °[DMSO =
8,13, JCDCl = 7,97 para el derivado de ribosa 78 ¥y a JDMSO=8,07
J'CD01 = 7,83 para el derivado de glucosa 73, lo que indicéd que

.era en 1a posicidn—S donde habfa entrado el grupo hidroximetilo.

Las seflales correspondientes a dicho -CH20H en ambos compuestos

aparecieron a J 4,72 y 4,89 en DMSO y CDCl3 respectivamente para

78 vy a J 4,79 y 4,90 en DMSO y CDCl3 respectivamente para 79 .

Esta asignacién de la posicién del grupo -CH.OH quedé confirmada

2
estudiando el valor de las diferencias de desplazamientos qufimi-

cos en dos disolventes, DMSO y CDCl3 AJ:-JbMSO --JCDCl , del -~

3

3y
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protén triazdélico aromftico restante (H-3). dichos valores de
fueron Ad= 0,16 ppm para 78 y 4J= 0,24 ppm para 79. Este pegug
fio valor de A4 en ambos casos, casi idéntico al observado para -
el H-3 en los 1-glicosil-1,2,4-triazoles 73 y T4 , est{ de acuer
do con la asignacién del protdn triazélico restante a H-3, no -
contiguo al nitrégeno sustituido y qtie por tanto debe afectarse
poco por el camblo de disolventeloa. Estos valores indican, ade-
mds, que no se ha producido variacién en la posicidédn de glicosi-
dacidén N-1, con respecto al devivado de partida, en la reacecidn
de obtencién de los hidroximetil derivados T8 ¥y 79. Por otra par
te el valor de la constante de acoplamiento J1,2;= 8 Hz péra 79
y J1,2;= 3 Hz para 78 indica que tampoco se ha producido varia-

cién en la configuracién andmera B.

3.4~ PREPARACION DE 1-GLICOSIL-5-HALOMETIL-1,2,4-TRIAZOLES

La reaccién de los hidroximetil-l,2,4-triazol
derivados 78 y 79 obtenidos en la etapa anterior, con un reacti-
vo halogenante adecuado, debe conducir a los 1—glicosil~5—ha10mg

ti1-1,2,4-triazol derivados 80.

N
/
J\:»\(mex
!
80

= Glicosilo

oo}
t

X= Cl, Br, I
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Debido a la buena reactividad del grupo hidroximetflico de Z§ Yy
79, su sustitucidén por un 4tomo de haldgeno pucde llevarse a ca-
bo mediante diversos procedimientos. Sin embargo existen una se-
rie de limitaciones importantes., La primera de ellas es la natu
raleza bencflica del grupo halometilo resultante, lo que le hace
muy sensible a la presencia de nucledfilos. Esta limitacidn exi-
ge la ausencia de bases o de nucledfilos fuertes en el medio de
reaccién y en los procesos de aislamiento y purificacién., La se-
gunda limitacién es la presencia del resto glicosfdico R que pue
de descomponerse a temperaturas elevadas, o perder los grupos pro
tectores en medios 4cidos o bdsicos fuertes. Esto exige que la -
halogenacidn se haga en condiciones suaves y a pH préximo a la -
neutralidad. Algunos de los métodos que operan en estas condicio
nes suaves son los que emplean trifenilfosfina o trifenilfosfito
en combinacidén con una fuente de haldgen0106’107’108’109. Estos
reactivos se utilizan formando parejas "compuesto de fésforo-fueg
te de halégeno" de probada eficaciall?, por ejemplo, las cloracié
nes pueden realizarse satisfactoriamente con trifenilfosfina-tetpg
cloruro de cérbono o trifenilfosfina-N-clorosuccinimida. Las bro

maciones con trifenilfosfina-tetrabromﬁro de carbono, trifenilfqg

fito~bromo, trifenilfosfina-N-bromosuccinimida. Las iodaciones -

con trifenilfosfito-~iodo, trifenilfosfito-ioduro de metilo, etc.
Los disolventes son siempre disolventes polares aprdéticos, tales
como dimetilformamida, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano,

1,2-dimetoxietano, etc.

Las cloraciones descritas en este apartado se

han realizado con trifenilfosfina y tetracloruro de carbono en -
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acetonitrilo. E1 mecanismo generalmente aceptadollo’111 para esta

transformacidn es el siguiente:

Y o= ¥ -
(C6H5)3P: 01-0013__..[(061{5)3%1 0013:(06“5)3PC°13 c1]
L-Rou
oo~ -
Hccl3 + (C6H5)3P.‘-.0/-R Cc1
R-C1 + (°6H5)3P=°

Esquema IX

Las bromaciones y iodaciones se han realizado con fosfito de tri-
fenilo y bromo o iodo, respectivamente, en disolucidén de 1,2-dime

toxietano. El mecanismo generalmente aceptado para esta transfor-
macién es el siguientelO7,1108,1100

(C6H50)3P: X-X > (csnso)jp-x X
ROH
CeHgOH
/x . +/X Pt
(C6H5°)2P:o + R-X (C6H50)2P\(61R X

Esquema X

De acuerdo con lo expuexto anteriormente el 5-hidroximetil-1(2,3

h,6~tetra—o-acetil-p:D-glucopiranosil)-l,2,4-triazol 79 reaccion
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con trifenilfosfina-~tetracloruro de carbono en acetonitrilo anhl'
dro para dar el 5-clorometiltriazol §l con un 79% de rendimiento.
Andlogamente, por reaccién de los 5-hidroximetil-triazoles 78 y

79 con trifenilfosfito-bromo en 1,2-dimetoxietano se obtuvieron

I\
N\N)\cuzon

[op pumn
e

N
CH21 N
ll Gl Gl
84 81 82
83
y 82 ; .Gl= 2,3,5-tri-0O-acetil-B-D-ribofuranosilo

'§l’§2;y' 4 ; G1= 2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucopiranosilo

3 I3

los 5-bromometil derivados 82 y 83. El compuesto §g result§ ser
un sirupe inestable que no pudo obtenerse analfticamente puro y
al igual que ocurridé con los bromo- y iodometil-(triacetil-ribo-
furanosil)~1,2,3-triazoles 49 y 53 su identificacidn se bas$ en
sus datos espectroscépicos. Por dltimo la reaccién de 79 con tri

fenilfosfito-iodo en 1,2~-dimetoxietano no condujo al 5-iodometil

»
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derivado 84, sino que en la reaccién se recuperé el producto de
partida 79 inalterado. Por ello, para la obtencidén del 5—iodome_
til derivado §§ se recurrid al procedimiento de transhalogenacién
que ya habfa dadobuenos resultados en la preparacidn de 165 nu-
cledsidos de iodometil-1,2,3-triazol 52 y 53 descritos anterior-
mente. Asf, por reaccidn del 5-clorometil-l,2,4-triazol 81 con -
ioduro sédico en acetona a reflujo durante cinco minutos, se ob-

tuvo el 5-iodometil derivado 8% con un 83% de rendimiento,

Las estructuras de los halomet11-1,2,h-tria;
zoles 81, 82, 83 ¥y §£, se determinaron a partir de sus datos ana
1fticos y espectroscédpicos. Los andlisis elementales indicaron

la sustitucién del grupo hidroxilo por un 4tomo de halégeno.

En la tabla 3 se incluyen los valores de des
plazamientos quimicos de los protones de los 1-glicosil-5-halome
til-1,2,4-triazoles descritos. E)l examen de los pardmetros magng
ticos indica la gran semejanza erxistente entre los desplazamien-
tos qufmicos y constantes de acoplamiento de los protones del a-
zdcar de los derivados halogenados entre si y de &stos con los de
los hidroximetil derivados de los que proceden. Esta buena con-
cordancia general indica el mantenimiento de la estructura del -
resto de azdcar y particularmente de las configuraciones anémeras
'3 s Que estdn ademds confirmadas por los valores de las constan
tes de acoplamiento J1,2;= 8-9 Hz para 81, 83 ¥ §E y 31,2, =3Hz
para 82. También se observa una gran semejanza en los deépiaza~
mientos quimicos del protdén triazdélico H-3, lo que indica la no ~

variacidén de la posicidn de glicosidacién. La ¥nica diferencia --
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apreciable estd en los desplazamientos quimicos de los grupos 5-
CHEX, lo que indica que las diferencias de unos compuestos a o-
tros estdn en esta parte de la molécula, Como era de esperar, dl
chos desplazamlentos qufmicos van apareciendo a campo mas alto a
medida que el sustituyente X va teniendo menor electronegativi-

dad. Asf, dichos protones aparecen a;fc = 4,90 para el hidrg

DC1
ximetil derivado 73, a JbDClj = W,77 para3e1 clorometil derivado
81, a JCDCl = 4,60 para el bromometil derivado 82 y a dbD013=
h,56 y 4,43 para el iodometil derivado 84. Cabe sefalar que en -
ellespectro de RMN de 84 (Tabla 3) el grupo C-5-CH,I aparece co-
mo un sistema AB, hecho que no se aprecia en los 075-CH201(§£) y
C-5~CH2Br(§2) an{logos, en los que aparece como un singlete. Es-
te comportamiento indica la no equivalencia magnética de los dos
protones del grupo iodometilo en 5 que se debe, posiblemente a -
varios factores entre los que cabe citar una cierta restriccién

de 1la libertad de giro en torno al enlace C-S—CHZX} Esta restrig

cién puede atribuirse al volumen del dtomo de I, y a la presencia

7y

N_

S [ onc
Ac

AcO OAc

r!, R?, R7= H,H,X
X=Cl, Br, T

»
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del resto también voluminoso de azdcar asimétrico en el N-1 con-
tiguo. El1 hecho de que en los cloro- y bromometil-derivados no
aparezca este sistema AB, parece apoyar la importancia de este

efecto estérico.

3.5- PREPARACION DE NUCLEOSIDOS DE TRIAZOL CON GRUPOS ALQUL

LANTES CLASICOS

Como ya se ha mencionado anteriormente en la
introduccidn de la presente memoria, los grupos mostaza nitroge-
nada ¥y aziridina han sido muy utilizados como restos algquilantes

anticancerososlu’zl.

Con el fin de comparar sus actividades citos
tdticas con las de los halometil-glicosil-1,2,4-triazoles, men-
cionados anteriormente, se prepararon nucledsidos alquilantes de
1,2,4-triazol en cuya estructura se hallaban incorporados algunos
de 1os grupos alquilantes "cldsicos" tales como mostaze niltrogze-

nada y aziridina.

Asi el 5[bis(2-cloroetil)aminometil]}-1,2,4-
triazol 85 se preparé con rendimiento cuantitativo por tratamiqg
to del 5-bromometil-1,2,4-triazol derivado §2 con bis(2-cloroetil
amina, recientemente liberada de su hidrocloruro con una disolu-
cién acuosa de potasa. Aproximadamente el 404 del producto 85 se
obtuvo en forma de hidrocloruro(gzg), pero también se obtuvo un
54% en forma libre(gé). La separacién de ambos se consiguid facil
mentg tratando el si;upe,vobtenido al purificar la mezcla de reac

cién,con acetato de etilo, E1l producto 85 en forma de hidrocloru
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ro (85a) es insoluble en dichc disolvente, mientras que el pro-

ducto en forma libre si es soluble.

N . N
0“\ 0 )X\\ TH2CH2C1
N_ ! N CH

N CH2N(CH20H201)2 N

AcOCH2 H,OAc CHECH Cl

AcO 0 + Ac 2 0 2

AcO AcO
OAc

LHC1
Ac

I3
o]
\J1
)

AcOCH,, N
AcO 0
AcO
OAc
21, X= C1 .
83, X= Br g/ :g\\\
Sy e -N:]
AeOSY 2
AcQ O
AcO.
OAc
86

An4logamente el 5-aziridinometil-derivado §§ se prepard$ con un
50% de rendimiento, por reaccién del 5-clorometil-1,2,4-triazol

81 con aziridina en acetona seca a temperatura ambiente durante

»
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72 horas. Las estructuras de §§ y §§ se determinaron a partir de
sus datos analfticos ¥y especttoseébicos de IR y RMN(Tabla 3).
Los andlisis elementales. indicaron la sustitucién del 4tomo de -
Br por el grupo mostaza pitrogenada en 85 y del dtomo de Cl por
el grupo aziridino en 86. Los espectros de RMN de 85y §§(Tabla
3) fueron muy parecidoé a los de los 5-halomet11—1;é,h-%riazoles
de partida, en lo que se reflere a los protones del azdcar y al
protén triazélico H-3, lo que confirmé su configuracidén anoméri-
ca Py su posicidn de glicosidacién N-1. Las principaies diferen
cias fueron, para el compuesto 85 la aparicién de dos tripletes
ad2,98y §3,60 asignables al grupo bis{2-cloroetil)amino de -
la mostaza, y para el compuesto §§ la aparicién de dos multiple~
tes ad1,36 y § 1,85 que integran para dos protones cada uno y -
que se asignaron a los protones de la aziridina. La segunda difg
rencia importante es la de los desplazamientos qufmicos de los
grupos 5-CH2X de los dos nuevos derivados,que aparecen a JéDCl =
4,18 para el derivado de mostaza 85 ¥ a JbDClj = 3,63 para el a-
ziridino derivado 86. La aparicién de las uUnicas diferencias im-
portantes en esta parte de la molécula confirma que la reacciédn

se ha producido sobre ella.
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k. SINTESIS _DE N-GLUCOSIDOS ALQUILANTES DERIVADOS DE_ACETOXI-BRQ

MOMETIL-1,2,1-TRIAZOL

Se ha estudiado la sintesis de N-gluedsidos
de 5-acetoxi-3-bromometil-1,2,4-triazol 90. La ruta de sintesis
ha éonsistido en la glicosidacién de la 5—metil-1,2,4-triazoli§

112

~3-ona 87 para dar los N-glucdsidos de triazolinona de férmu

la 88, que por acetilacién han conducido a los derivados de 5-a

cetoxi-3-metil-1,2,4-triazol de férmula 89. La bromacidén del gru

H_C

3
e
- . /v)\
//i N OAc
(¢X1 G1
8 89

XH,C
H.C, 2
A /)ttto

\m C)_)\OR / _

91

R= H, CH,CO

»
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po 3-metilo de tipo bencflico conduce a los nucleésidos alquilan

tes deseados de férmula 90.

La otra ruta alternativa de sintesis consis
tente en la introduccidén del grupo bromometilo alquilante, para
dar un 1,2,4-triazol de férmula 91 y posterior glicosidacién pa-
ra dar un N-glicésido de férmula 90 parecfa menos adecuada, ya -
que, debido a su cardcter bencflico, el grupo 3-bromometilo de -
91 es sensible a los nucledfilos que producen su rdpida descompo
sicién. Por esta razén, se siguid la primera ruta, en la que el

grupo bromometilo se introduce en la dltima etapa.

4,1~ GLICOSIDACION DE 5-METIL-1,2,4-TRIAZOLIN-3-ONA CON BRO-
MURO DE 2,3,4,6-TETRA-0--ACETI-{~-D-GLUCOPIRANOSA

En el presente apartado se describe la sintg
sis de varios nuclédsidos derivados de 5-metil-1,2,4-triazolin-3
-ona, por reaccidén de glicosidacidn de este heterociclo con of-a_

87

cetobromoglucosa. El procedimiento de fusién~’' no pareclfa adecua
do debido a que la triazolinona sublima al alcanzar su punto de

fusién. Por otra parte, el procedimiento de los derivados silila
d0398 tampoco parecfa adecuado ya que, como Se ha mencionado an-
teriormente en el apartade 3, la reaccién podfa dar lugar a la -
formacién de mezclas de andémeros{y [3 e incluso a la formacidén

de O-glicésidosg7. Por dltimo, el procedimiento denominado del -
189

"eianuro mercirico-nitrometano parecia el mas adecuado ya que

da lugar unicamente a nucledsidos de configuracién 1,2-tran586,
que en nuestro caso significa de configuracién andmera B. Por o-

tra parte este procedimiento ya habfa sido empleado con’éxito en



la sfntesis de los l-glucosil-halometil-1,2,4-triazoles descritos

en el apartado 3.2

H,C
3 N AcOCH,
o b ey
+
I{N\\N Ac
H AcO Br
87
l\cOCH2
AcO 0
AcO
] AcO
H_C
H.C 3 [
3 7_4« N—N ) l(
A ° & NN, poocn, )
. AcOGH,, AcOCH,, 3 Act,
Ac 0 * AcO 0 * AeO
AC ACO ACO
, OAc OAc OAc
92 93 94

= 4NN
—

Lia reaccidn de 5-metil-1,2,4-triazolin-3-ona 87 con «~acetobromo
glucosa, en presencia de (CN)EHg ¥y en nitrometano a reflujo, did
como resultado la obtencidén de tres derivados glicosfdicos 92,93
¥y 94 con rendimientos de 15, 32 y 16% respectivamente. La asigna
c¢ién de sus estructuras se realizd en base a sus datos analfticos
y espectroscédpicos. Los andlisis elementales de gg y 93 indicaron

que se trataba de los nucledsidos resultantes de la unién de un

3
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resto glucos{dico a la base 87. E1 andlisis elemental de 2& 1nd1
cé que dicho producto era el resultado de la unidn de dos restos
de azldcar a la base de partida §z. Los espectros de RMN de los -
derivados 92 y 93 resultaron ser muy semejantes entre si y de ~-
ellos solo pudo deducirse la configuracidén anomérica P de ambos
compuestos, que vino determinada por la constante de acoplamien-
to J1,2,= 9 ﬁz, que era solo compatible con una disposicidn trans
-diaxial de los protones H-1°y H-2’. De acuerdo con lo menciona-

86

do sobre el mecanismo de la reaccidén de glicosidacidn, la con-
figuracién andmera ﬂ era, precisamente la esperada. Sin embargo,
la otra incdgnita estructural, que era la posicién de glicosida-
cién, no pudo determinarse de forma definitiva a partir de los -
espectros de RMN. Por ello, la asignacién del punto de unién del
resto de azdcar a uno de los cuatro centros nucledfilos posibles
de la triazolinona, N-1, N-2, N-4 y 0-5 que darfa lugar a la for
macidén de los cvatro N- y O-glicédsidos isémeros posibles 92, 22-

95 y gé, respectivamente, se hizo como se indica a continuacién.

Los espectros de RMN de los cuatro N—gluedsé
dos isdémeros deberfan ser, légicamente, semelantes,estando centra
das las principales diferenclas en el desplazamiento quimico del
grupo 3-metilo de la triazolinona, y del protén andémero del azd-
car. El1 grupo 3-metilo debe aparecer a campo algo mas bajo cuando
se encuentra contiguo al resto de azdcar, como sucede en g§ ¥y en
93, debido al efecto desapantallante de dicho resto de azﬁcarllj.
Por otra parte, el protén andémero también debe aparecer a campo

mas bajo en los casos en los que el azdcar estd contiguo al gru-

po C=0 de la triazolinona, como sucede en 92 y 93, debido al efec



75

to anisotrépico de dicho grupo C=Ollu, como se repreéesenta en 92a

N N
Y OR \rlq
H R
35, R= Glucosilo 92, R= Glucosilo
97, R=,CH3 | . 98, R= CH3
H_C R
Hjc 3 -/
= o
R-INN 0 h
H H
96, R= Glucosilo 93, R= Glucosilo
99, R= CH3 A 100, R= 0113

De haberse obtenido los cuatro productos, podrfan haberse deter
minado las estructuras, mediante el espectro d= RMN, por aplica-
cidn de los dos criterios anteriores. En el caso presente en el
que solo se obtuvieron dos compuestos, la determinacién de sus -
estructuras se hizo por comparacién de los espectros de IR, UV y
RMN de 23 Y 93 con los de las cuatro 3-metil~1,2,4-triazolin-5-
onas. metiladas isémeras 97, 98, 99 v 160 conocidaslls.

En la tabla-4 se resumen los datos espectros
eépicos de RMN, IR y UV de dichas dimetiltriazolinonas 97,98,99
¥y 100 en comparacidn con los de los dos N-glucdsidos gg.y 93.

También se indican los productos y rendimientos obtenidos en las

»
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reacciones de metilacidn de la 3-metil-1,2,%-triazolin-5-ona 87

en distintas condiciones. Es de destacar que en la reaccidédn de

metilacién con Toduro de metilo, se obbtuvieron los l-metil y 4~
metil derivados 2§ y 129 respectivamente. E1 método de glicosi-
dacién empleado, que es qufmicamente andlogo por emplear un bro
muro de glicosilo, también condujo como se verd a continuaci‘n,

a los l-glucosil y %-glucosil cerivados 92 ¥ 93 respectivamente.

De acuerdo con log datos de la tabla-L, al -
N-glucésido 92 se le asigra la estructura de 3-metil-1(2,3,%,6-
tetra—O-acetil—P—D-glucopiranos11)-1,2,h—triazolin—5~ona, Dor su
semejanza con los pardmetros espectroscépicos de la 1,3-dimetil-
1,2,4-triazolin-5-ona 98. En efecto, el grupo 3—CH3 de 93 apare-
bid a-JbMSO = 2,08 ppm y el de E7 aparecid a JbMSO = 2,06 ppm,-
por su parte, el grupo 3--CH3 de 92 aparecild ad = 2,06 ppmn. Los -
desplazamientos qufmicos de los grupos 3--CH3 de 87, 92 v 938 debian
ser anflogos yavque el resto de azdcar de 22 se encusntra lejos »
de dicho grupo metilo y no debe desapantallarle. Por ello, el -

nico efecto aprecizble debfa ser el Inductivo ejercido por el
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l-glucosilo que debla ser andlogo al ejercido por el grupo 1--CI_13
de 98. Los datos de UV y de IR, también apoyan esta asignacidén.
La estructura de 92 se confirmé por via qufirica como se veréd mas

adelante en el apartado %.1.1.

La estructura del producto 93 se Asigné en -
base al desplazamiento gqufmico del protén H-1’que fue erMSO =
5,56, muy parecido al H-1’de 92 d [ o = 5,63 lo que indicaba -
qQue como en 92 también el rcsto de azudcar estaba contiguo al gru
po C=0 de la triazolinona, es decir, 22 debfa ser un 4-glucosil-
derivado, Ademds, la relacidén existente entre. los desplazamientos
qufmicos del protén andmero H-1°de 92 y 93 (JH—I(Q?_) - JH-H_Q_}_)
= 0,07 ppm) es pricticamente igual a la existente entre los gru-
pos N-CH3 de 98 y 100 , ( Jl—CHB(gﬁ) - JH_CH3(199)= 0,13 ppm), -
que ocupan las mismas posiciones que los restos glucosilo de 82
¥y 93, respectivamente. La asignacién también se apoyé en el des-
plazamiento qufmico del 3-CH3de 93 que aparecid a ‘{DMSO = 2,28,
a campo préximo pero mas hajo que el j—CH3 de 100, que aparec’$
a JDMSO = 2,16, Este corrimiento a campo mas bajo se debe al men
cionado efecto desapantallante del azdcarllj. De nuevo, los datos
de los espectros de IR y UV confirmaron la asignacidén. Por otra
parte, el hecho de que la 4-metil-triazolincna lgg fuese el pro-
ducto mayoritario de la metilacidn de 87 segun cualquiera de los
dos procedimientos empleados, hacfa suponer, con buen fundamento,
que al menos uno de los dos productos obtenidos tuviera estruct&

ra de 4-glucosil derivado,

Iias estructuras de 2-glucosil y de 5-0-glucs
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sil derivados 35 ¥ 2§ se descartan por la similitud de desplaza-
mientos qufmicos observados para los protones anémeros de los doz

n-gluc ‘sidos aislados 92 ¥y 93 . Cualquier otra combinacién de N-

glucdsidos, incluidos 95 y 96, darfa productos en los que los des

plagzamientos qufmicos de los protpnes andmeros serfan, por analo
gfa con los desplazamientos qufmicos de los grupos N-metlilo y O-
metilo de 97, 98, 99 y 100 mas diferentes. Ademds, la estructura
de 2-glucosil-triazolinona g§ puede descartarse por el valor del
desplazamiento quimico del 3--CH3 de 99, que aparece a ('fDMSO =
2,26) campo muy bajo. Si cualguiera de los dos nucledsidos obte-
nidos 22 ¥ 93 tuviese estructura gé, dicho grupo B-CH3 de uno de
ellos deberfa aparecer a campo mas bajo todavia que el de 99, de
bido al efecto desapantallanée del azdcar que se encuentra en la
posicién centigua. E1l grupo j-CH3 de 92 aparece a (‘IDMSO = 2,06)
campo mas alto, lo que excluye que este producto tenga estructura
2§. ello se debe a que esta igualdad de desplazamientos quimicos
no refleja la difervncia de efectos desapantallantes que Gzbian
ejercer los grupos 2-glucosilo de gg y 2-metilo de 93 sobre el -
grupo j—CH3 vecino. Andlogamente, la estructura de 5-0-glucosil-

triazolinona 35 también puede descartarse por la falta general de

. concordancia entre los datos espectroscdpicos observados para glu

-cdsidés‘gg y gg‘y'ei derivado O-metilado 97.

La estructura del diglucosil derivado 23 no
pudo determinarse de forma inequivoca por métodos espectrosedpi-
cos. Sin embargo el hecho de que su espectro éde RMN fuese casi -
idéntico a la suma de los espectros de RMH de 92 v 93 hacfa pensar

que podfa tratarse de una 1,4-diglucosil-triazolinona. Desde el

»
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punto de vista qufmico esa hipdtesis es aceptable ya que al éer
94 un digluecdsido es 16gico que se forme por glucosidacién de uno
o ée los dos monoglucdésidos 92 y/o 93 obtenidos inicialmente. De
hecho la metilaciér con ioduro de metilo de las triazolinonas 98

y 100 conduce como dnico producto al 1,4-dimetil derivado 101115.

H3C' NH H3C N/,CHB H3C\ N/CH}
/ /)§§ / /}\§ ]/ /)\‘
N —————— N Yt s
~3
\\? o \liI o N (o}

H
CH3 CH3
% 101 100

L.1.1- Glucosidacién de l-glucosil-3-metil y 4-glucosil

-3-metil-1,2,4-triazolin~5-onas

Con el Iin de confirmar por métodos qufmicos
las estructuras asignadas a los glucosil derivados 92 y 93 y de-
mostrar la estructura del diglucosil derivado 2&, se hicieron -
reacclionar dichas monoglucosil triazolinonnas con o~acetobromo-
glucosa, empleando el procedimiento del "eianuro mercﬂrico-nitrg

n89

metano . Los productos que podfan formarse en estz nueva gluco

sidacién serfan 1lcos siguientes, 9%, 102,103 y 104, La aparicidn

del mismo derivado diglucosfdico 2& tanto por glucosidacién del

derivado 92 como por glucosidacidn del derivado 93 confirmarfa

*
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la asignacién de 1l-glucosil y l-glucosil derivados hecha para 92

¥ 93 respectivamente, y demosirarfa la estructura de 94 como 1,4

-diglucosil~-triazolinona.

H.C 61 H,C
3
>‘NH L \,— )\ )%o
\ ' 061 \N
61 | Gl c1 Gl
9 9 102 103

) |
Gl
. S 1.1}

La reaccién del derivado 93 con o(-acetobromoglucosa dio un Unico
producto, con un 50% de rendimiento, cuyce andlisis elemental in-
dicé que posefa en su estructura dos restos de azdcar unidos e
la base 87. Este producto resulté ser idéntico tanto en sus pro

piedades ffsicas como quimicas 21 derivado 94 obtenido junto con

»
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los derivados 92 y 93 en la reaccién de glicosidacién de la base
87 con &-acetobromoglucosa. Andlogamente, por reaccidén del deri-
vado gg con {-acetobromoglucosa se obtuvo un derivado diglucosi-
di1co,con un rendimiento del 7%, idéntico en sus caracterfsticas
fisicas y quimicas a 94 y al diglucésido obtenido a partir del -

derivado 93.

Como se ha mencionado anteriormente, el deri
vado 94 presenta un espectro de RMN casi idéntico al que se ob-
tiene superponiendo los espectros de RMN de los derivados 92 y
93, la sefial correspondiente al }--CH3 triazdlico aparece ad=2,30
en DMSO, Como era de esperar este metilo aparece a campo mas ba-
Jo que en el caso del derivado 92 debido al efecto de desapanta-
1llamiento que ejerce el azdcar, que entra en N-4 contiguo a dicho
3-CH3. Por otra parte,el valor de dicho desplazamiento es anédlo-
go al del derivado 93 (4=2,28 en DMSO), 1lo que confirma que el -
desapantallamiento es preducido por el resto de azdcar sobre el
nitrégeno contiguo al 3-CH3. Por dltimo, la configuarcién anomé-
rica de los dos enlaces glucosfdicos del derivado 2& se asigné -
como P en base a que el espectro de RMN del derivado 2& es casi
idéntico al obtenido por superposicidédn de los espectros de los -
derivados 92 y 93 cuyas configuraciones anoméricas son p, ¥y en -
base el procedimiento de glicosidacién, que en las dos etapas de
N-1l-gluccsidacién y N-4-glucosidacién fué el de (cu)eﬂg/CHjNoa,
que como ya se ha indicado, determina la formacién de N-gluedsi-

dos de configuracidn P—l,Q-transBG.
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4,2~ REACCION DE N-GLUCOSIL-3-METTL-1,2,4-TRIAZOLIN-5-OKAS

CON N-BROMOSUCCINIMIDA

Con el Tin de obtener los nucleésidos alqui-
lantes de férmula general 90 se hicieron reaccipnar los derivados
92 y 93 obtenidos en la etapa anterior, con N-bromosuccinimida.
Se eligid este agente de bromacidn por ser un reactivo altamente
especifico en las bromaciones en posicidén alilica116 ¥ en posi-
cidn bencflica. En estas reacciones se emplean disolventes en los
cuales la NBS y también la succinimida formada sean dificilmente
solubles, el mas comunmente empleado es el CClu, pudiéndose em-
plear otros disclventes inertes tales como, ciclohexano, benceno

ete.

Dauben y McCoyll7 demostraron que el mécanii
mo de la bromacién alflica es del tipo de radicales libres. Tam-
bién observaron que dicha reaccién es my sensibie a la presen-
cia de inicliadores e inhibldores de radicales libres y que la -~
bromacién no tiene lugar a menos que existan trazas del iniciador
en el medio de reaccién. Los iniciadores mas emplecados son la -~
luz y los peréxidos..L& especie que abstrae el hidrégeno del sus
trato es el 4tomo de bromo. La reaccidén es iniciada por peguefias
cantidadeé dei fadicél Br°. Una vez diéﬁb radicai se ha‘fbrhado,

las principales etapas de propagacién son las sigulentes:
ETAPA-1 Br* + R~-H ————& R’ + H-Br

ETAPA-2 R* + Br R-BR + Br’

2

Esquema-IX

»
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El Br, se produce como consecuencia de una rdpida reaccién de ti

po iénico entre la NBS y el HBr liberado en la etapa-1l:

0
N-Br + HBr ———p #J-H + Br2
0

La misidn de la NBS en la reaccién de bromacidén es suministrar

o]

o

una baja concentracién constante de Br, y eliminar el HBr libera
do en 1la etapa—llls, La reactividad, aplicaciones sintéticas y -
mecanismo de las reaccidénes de NBS se han descrito en distintas

revisionesllg’lzg.

}.2,1- Preparacién de 5-acetoxi~3-bromometil-glucosil-

1,2,4-triazoles

Los intentos de obtener los derivados 105 ¥

106 por bromacién del grupo 3-CH, de 92 ¥ 93, respectivamente,

3
con NBS fueron infructuosos ya que de estas reacclones se recupe
raron los productos de partida inalterados. La falta de reactivi

dad podrla deberse a la falta de cardcter bencflico del 3-CH, de

, 3
la triazolinona, por ello se pensd en aromatizar el anillo de --
triazolinona convirtiéndolo en el O-alquil 4 O-acil derivado.

Debido a que la alqulilacién tiende a dar derivados sustituidos.
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123

sobre N"°7 y l1la acilacidn derivados sustituidos sobre O, se pro-

cedié a la acetilacién de los derivados 92 y 93. Por reaccidn -

BrCH, BrCH, /Gl
/ N H NI 3
NN N o
‘ H
Gl
105 106

Gl= 2,3,4,6—tetra-0-acetil—§—D-gludopiranosilo

del glucosil derivado 92 con anhidrido‘acético Y piridina a tem-
peratura ambiente durante una noche, se obtuvo el acetil derivado
107 con un rendimiento del 81%. Anflogamente, la reaccidn del de
rivado 93 con anhfdride acético y piridina dio el acetil dsriva-
do lgﬁ con un rendimiento del 629, Los espectros de BMN de los
acetilderivados 107 y 108 no presantaron grandes diferencigs con

los espectros RMN de los derivados 92 y 93 de partida, salvo por

‘a/ la aparicién de un singlete gue integrd para tres protones a

Ipmso = 2556 para 107 y a JbMSO = 2,43 para 108, que se asignd
como la sefial correspondiente al 5-OAc, b/ el dssplazamiento a
campo mas bajo de los grupos j—CH3 de 107 ( JDMSO = 2,34) y 102
( JDMSO = 2,40) con respecto a los de 92(d pyoy = 2,06) v 93 --
(JDMSO = 2,28), que puede atribuirsc a la ganancia de aromatici

dad, y ¢/ el desplazamiento a campo mas bajo de los protones ané-
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meros de 107 (JDMSO = 5,86) y de 108 (JDMSO = 5,72) con rgspec-—

H.,C

H3C>——NH 3>_ e
N

Niw)\o ) | N\N)§°
H

61
22 93
- HC pat
c
Hy e
I\ N /)\ococn
N )\ococn SN ?
N 3
‘ 208
61
107
XCl1,, Bty Br,CH g1
7—1\{ N + >/—N/
N N /)-OCOCH /)\
\If 0COCH,y 3 N\N 0COCH,,
G1 111 112
109, X= Br
110, X= C1

01= 2,3,4,6- tetra—o-acet11—{3—D-glucopira.nosilo

to a los de 92 (JDMSO = 5,63) ¥y 93 (JDMSO = 5,56), que también
puede atribuirse a al ganancia des aromaticidad del heterociclo.

No obstante, otro factor a considerar es el diferente efecto de
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desapantallamiento que ejercen sobre el protdn andmero el grupo
C=0 de las triazolinonas 92 y 93 y el grupo C=0 de los acetoxi-
derivedos 107 y 108.

AcOCH
2 0=C
\cH
Ac OAc 3
107 6 208 92 6 93
107

E1 valor de la constante de acoplamiento J1,2,= 9 Hz para los dos
acetil derivados 107 y 108 indicé que la configuracidn dz1 carbo-

no anémero segufa siendc B. ,

La reaccién del acetil derivado 107 con NBS
en presencia de luz condujo al bromometil derivado lggnque resul-
té ser un producto inestable y que después de variaé'ﬁurificacio—

vnes cromatogréficas en capa fina preparativa, adn extremando las
condiciones de sequedad de los disclventes, no pudo ser obtenido
analfticamente puro. Por ello. su identificacidn se basé en sus

datos espectrcscdpicos. En el espectro de RMN de 109, se observd

k%)
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la desaparicién de la sefial del metilo triazélico j—CH3 que apa-
recfa a ‘rDMSO = 2,34 en 107 y la aparicién de una sefial que in-
tegraba para dos protones a ‘;DMSO = 4,47 que se asigné al gru-
po CH2Br. Por dltimo en el espectro de masas no se observé la a-
paricién del pico molecular pero 1a‘formacién del derivado 122
quedé probada, a/ por la aparicién de picos a m/e 506(0,3%) y -~
508(0,3%) atribuible a la pérdida de acetno(cocrl}) por parte -~
del 1én MY , b/ por la aparicidén de dos picos a m/e 218 y m/e 220
que se atribuyen al ién de la base formado por rotura del enlace
glicosfdico, y de dos picos a m/e 219 y 221 atribuibles al 1én -
de la base resultante al romperse el enlace glicosfdico, al gue
se ha transferido un 4tomo d= H del azdcar, y o/ por la apari-
c¢ién de un pico a m/e 331(93%) caracterfstico del ién resto de -
azdcar procedente de la escisidén del enlace glicosfdico. Otros -
picos significativos son los que aparecen a m/e 139 atribuible a
1a pérdida de Bromo a partir del ién de la base resultante al --
romperse el enlace glicosYdico, la pareja de plcos que aparecen
a m/e 448(0,3%) y 450 (0,3%) atribuibles a la pérdida sucesiva -
de cetena y CHBCOO s, ¥ la pareja de picos que aparecen a m/e 434
(0,3%) ¥y 436 (0,3%) atribuibles a la pérdida de cetena y CH,OCOCH
Estas dos yltimas fragmentaciones son caracterfsticas de deriva-

dos acetilados de hexopiranosas.

En la reaccién del derivado 107 con NCS no
se obtuvo el clorometil derivado 110 sino que se recuperd el pro

ducto de partida inalterado.

En la reaccidén del acetilderivado 108 con NBS
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en presencia de luz, ademds del bromometil derivado 111 también
se aislé el dibremometil derivado 112, que al igual que el bromo
metil derivado lgg resultaron ser inestables y no fue posible ob
tener un anélisiéielemental correcto, por lo que su identifica.-

cién también se bas§ en sus datos espectroscépicos.

En los espectros de RMN de 111 y 112 se ob-

g serv§ la desaparicién de la sefial del metilo triazélico que apa-
recfa a d'CD01 = 2,46 para 108 y la aparicién de una sefial ---
que integraba para dos protones a ‘ICD01 = 4,43 para 111 que se
asigné al grupo -CHQBr ¥ la aparicién de una sefial que integraba
para un protdn a J—CD01 = 6,53 para 112 que se asigné al grupo
—CHBre- En la Tabla-5 se resumen los valores de los desplazamien
tos quimicos de los protones de todos los compuestos descritos

en este capftulo.

En el espectro de masas del derivado 111 no
se observd ia aparicién del pico molecular, pero su formacidén que
dé probada por la apariciédn de picos a m/e 507(2,7%) y 509(2,7%)
atribuibles a la pérdida de cetena(CHQCO) por parte del ién M+,
otros picos significativos fueron los que aparecieron a m/e 218 Y
220, de igual intensidad, atribuibles al ién de la base formado
por rotura del enlace glicosfdico, a m/e 331 atribuible al 1ién res
to de azdcar procedente de la escisién del enlace glicosidico, y
a m/e 139 atribuible a la pérdida de Br a partir del i6n de la ba
se resultante al romperse el enlace glicosf{dico. Por dltimo la - -
formacidn del dibromometil derivado 112 quedd demostrada por la

aparicién de tres picos separados dos unidades de masa a m/e 627

(2,5%), 629(5%) y 631(2,5%) que coresponden al ién molecular. La
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formacién del dibromometil derivado 112 también se confirma por
la aparicién de picos a m/e585(5%), 587(10%) y 589(5%) atribui-
bles a 1a.pérdida de cetena por parte del ién molecular, otros -
picos significativos fueron los que aparecieron a m/e 296(0,5%)
298(1%) y 300(0,5%) atribuibles al ién de la base procedente de
la rotura del enlace glicosfdico, a m/e 331 atribuible al idén: -
resto de azdcar procedente de la escisién del enlace glicosfdico,
a m/e 216(1%) y 218(1%) atribuibles a la pérdida de BrH a partir
del ién de la base resultante al romperse el enlace glicosfdico y
de un pico a m/e 137(2%) procedente de la pérdida sucesiva de BrH
¥y Br a partir del ién de la base resultante de la rotura del enla

ce glicosfdico.
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5~ SINTESIS DE NUCLEOSIDOS DERIVADOS DE 1,2,4-TRIAZOLES SUSTI-

En el presente apartado se describe la pre-
paracién y determinaciédn de estricturas de una serie de nucled-
sidos de aminc-1,2,k4-triazol de férmula general 113, de nitro-1,
2,4-triazol de férmula general 114 y de otros derivados de N-glu
cosil-1,2,4-triazol, algunos de los cuales son portadores de gru

pos alquilantes cldsicos, que responden a la férmula general 115

RNH 0N
=N -
1 4 .
N‘-iis N ﬁﬁ)
AcOCH,, N AcOCH,
AcO AcO (4]
Ac AcO
OAc OAc
113 1k

AcOCH
AcO 2
Ac

0
0A
G1 s
L2 =

N
/
BN

15

o
Il

H, COCH,,

R = C=0, C1, N:] i
Gl= 2,3,4,6-tetra-0—ace€i1—p-D-g1ucopiranosi10

5.1~ PREPARACION DE NUCLEOSIDGS DE AMINO-1,2,4-TRIAZOL Y

NITRO-1,2, 4-TRIAZOL

»



92

La preparaclién de los nucledsidos de amino-
1,2,4-triazcl y nitro-1,2,4-triazol se 1levé a cabo segin se in-

dica =n el siguiente esquema de reaccidn.

¥ N o+ eix Ny
NN ‘N

H G1
116 115
H,
Pd/C
oO.N
02N 2 ~N
7/-N o
¥ » + G1-X — - o
N
H G1
117 it

Gl = 2,3,11,6—tetra—o-acetil-P—D-glucopiranosilo

Ezsquema~X
En primer lugar se intenté la sintesis de los nucledsidos de ami”
notriazol mediante la reaccidn de glicosidacién de 3I-amino-1,2,4
triazoll®? con ol-acetobromoglucosa segin el procedimiento de "ei
nuro mercdrico-nitrometano"8?, Los nucledsidos de nitro-1,2,4-tr
azol se obtuvieron por reaccidn de 3—)r11‘l:ro—1,2,"l—'&:ria.zoll23 con_

o ~acetobromoglucosa empleando el mismo método de glicosidacidn.

Por dltimo, estos nucledsidos de nitrotriazol se transformaron e
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log nutledsidos correspondientes de aminotriazol mediante reduc

cidn citalftica.

5.1.1- Glicosidacién de 3~amino-1,2,4-triazol

La reaccidén de 3-amino-1,2,Y4%-triazol con o~
acetobromoglucosa en disolucidn de nitrcmetano y en presencia de
(CN)QHg condujo a dos productos 118 y 119 cuyos anélisis elemen-
tales mndicaron que se trataba de los aductos correspondientes a

la unim de dos restos de azdcar a la base 116. Las estructuras

de 118y 119 como diglucosil derivados se confirmaron por los es -

pectros de masas que presentaron iones a m/e= 745(M++1) en ambos
derivacos, correspondientes a las férmulas empfricas indicadas y
tambiér por los espectros de RMN que presentaron cada uno las ban
das comespondientes a dos restos de azdcar y un solo resto de -
triazol. Ademds, de los dos derivados diglucosfdicos 118 y 119

se obtwieron trazas de un producto lgg cuyo espectro RMN indicé

que pofa ser un nucledsido de la basz= 116.

La asignacidén de las estructuras de los deri
vados 18 y 119 se realizé a partir de sus datos analiticos y es
pectrosdépicos. La posicidn de glucosidacidén se establecld como

ée indra a continuacidn:

En la reaccién de la base 116 con o(-aceto-
bromoglicosa podrfan formzrse cinco diglucdsidos isdémeros, los -
dos de :structuras Eg ¥y 119 que acaban de mencionarse y los de
estructiras 121, _12_2 ¥y 123. Los espectros de RMN de los 5 diglu-

césidos isfmeros deberfan s=r semejantes, presentando diferencias

»
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AcOCH2 H2N N
AcO / \
. T3
AcO N
AcO H
Br
116
GIHN G1HN /Gl N
N N [
2/ ;» . g/ . Ny
N \N/ fN
Gl
Gl
118 119 120

Gl = 2,3,4,6-tetra-0-acetil-P-D-glucopiranosilo

unicamente en el valor del desplazamiento quimico del protén --
triezélico, en el valor de Ad= JDMSO - éCDCl de dicho protén -
triazdélico y en el valor de los desplazamientos quimicos de los

G1HN HN /pl HN

%N X‘N 7 1{
A N\q‘) v N\N)

ci” N of 61 I

G1
121 122 123
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protones andmeros dz los dos restos de azdecar unidos a un N del
heteroticlo o al N exoefclico. El protén triazélico debe aparecer
a camp? mas bajo en aquellos derivaldos en los que se encuentra -
contigic a un 4tomo de nitrégeno sustituido (p. ej. 118, 119,122
¥y 123), que en aquellos en los que no lo estd (p. ej. 121). E1 -
responsable de este desplazamiento a campo mas bajo es, entre o-
tros, ¢1 efecto desapantallante del azdcar. Por otra parte, al -
estudiir las diferencias de desplazamiento quimico Addz= 1os pro-
tones sriazdélicos aromdticos en dos disolventes distintos DMSO y
CD'313, se observa nue el protén contiguo al nitrdégeno sustituido
(H-S) n 1.2,4-triazoles es mas sensible a los camblos de disol-
vente jue 21 (4-3) no contiguo al N-sustituidolou. Por tanto el
protén triazélico (H-5) en los derivades 118, 119, 122 y 123 —-
deberfi ser sensible al cambio de disolvente presentando un va-
lor deAJ elevado. De haberse obtenido los cinco diglucédsides, -
sus es:ructuras podfan haber sido evenfualmente Vdeterminadas, me
diante sus espectros de RMN , por aplicacidn de los criberios an
teriormente mencionados. En el caso presente en qus solo se obtu
vieron dos diglucdsidos, sus estructuras se establecieron por --
comparicidn de los espectros de UV y RMN de HQ Y _}l@_ con los de
los rionucledsidos de 3-amino-1,2,4-triazol 124, _]:_2__5_ ¥y 126 sin-
tetizalos por Robins y 001.1211’ con los de l-glucosil-amino-l,2,
L_otriaioles 130 y 131 y con los de l-glucosil-3-acetilamino-1,2,
~I-triizol 135. La sfntesis y asignacién inequfvoca de estructu-
ras de los compuestos _Z_Lg_(_), }_3_}_ y _}22 se describe en los apartados
5.1.3 7 5.2.2 de esta lhet;loz'ié. En la Tabla-6 se re.sumon los datos "

espectioscépicos de RMN y UV de dichos dsrivados 118, 119, 124,

125, 16, 130, 131 y 135. De acuerdo con los datcs de la tabla-6
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TABLA-6
(Continuacidén)

ESTRUCTURA

H, H,
| )
A5 1%
HN R'HN
I Z )
N\N» N\
| |
R
REIR 135

R= 2,3 4,6~ tetra—O-aceti1—(3—D-g1ucopiranos ilo
R%= (3 »-ribofuranosilo

R”*%= JOCH
3



98

al diglucédsido llﬁ se le asigna la gstructura de 3-glucosilamino
1- (glucosil)-1,2,4-triazol, por la semejanza de sus pardmetros

espectroscédpicos con los de 124, 135 7 especialmente 131. El va-
lor de Ad=0,40ppm para el derivado 118 parece indicar que el pro
tédn triazdlico en dicho derivado es sensible al cambio de disol-

th, 1o

vente y por tanto ha de estar contiguo a un N-sustituido
que permite descartar una estructura como la 121 en la que el -
protén triazélico no estd contiguo al N-sustituido. Una estructu
ra como lgz también puede ser descartada por el importante impe-
dimento estérico que supone la presencia de dos restos de azdcar
en los dos nitrégenos contiguos N-1 y N-2. Por otra parte la apa
ricidn en el espectro de RMN de ll§ de la sefial correspondiente
el NH exocfclico como un doblete a d= 7,15 con una constante de
acoplamiento Jyu o 4~ 9 Hz, indicé que dicho NH estaba unido a
un resto glucosfdico, debiéndose la aparicidn del doblete al aco
plamiento con el protén andmero de dicho glucosilo. Este hecho -
permite descartar ura estructura zomo 112 en la que los dos res-
tos de azdcar estdn unidos a 4tomos de nitrdgeno heteroccfclicos.
Ademds, y tal como se ve en la tabla-6, exliste una gran semzjan
za en los valores de los desplazamientos qufmicos del protdén tri
azdlico (H-5), en el valor de Ad= JbMSO - dopgy. de dicho protén
(H~-5) ¥y en el desplazamiento quimico del protén andmero del rest
1-glucosfdico de los derivados l-glucosil~3-glucosilamino-1,2,4-
triazol llg y de los derivados andlogos l-glucosil-3-amino-1,2,4-
triazol lzl v l-glucosil-3-acetilamino-1,2,4-triazol 122. La seme
janza de los pardmetros indicados, confirm§ la similitud de las
estructuras de los tres l-glucosil-3-amino-1,2,4-trlazoles 118,

131 ¥y 125, lo que permitid descartar una estructura como.119 en
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1a que el glucosilo estd waidn en V-4 y no N-1, Por dltimo la com
paracién del espectrc de RMN del diglucosil derivado 118 con los
de’ los ribonucledésidos de 3-amino-1,2,4-triazol 124, 125 y 126

h .
27, mostré. la buena correlacién -

sintetizados por Robins y col.1
existente entre los desplazamientos quimicos de los protones tri
azblicos aromdticos ¥y entre los protones andmeros de los restos
glicos.lo unidos al N-1 del anillo de triazol para los derivados
118 y 124, lo que , de nuevo, confirmé la asignacién de la estruc
tura de 118 como l-glucosil-aminoderivado. Al otro derivado diglu
cosfdico obtenido se le asigné la estructura de R-glucosil—j-glg
cosilamino-1,2,4-triazol 119. Dicha asignacién fue tentativa y ro
pudo ser totalmente demostrada como lo fue la estructura del de-
rivado 118. El valor de Ad= 0,64 ppm para el protén triazélico
de dicho diglucosil derivado 119 exige que dicho protén esté con
tiguo a un N-sustituidolou, lo que permite descartar una estructu
ra como la 121 en la que dicho protén triazdélico no estd contiguo
al N-susiituido. Por otra parte, :a gran diferencia existente en
el valor del desplazamientc qufmico del protén triazdlico y el -
valor de Af= JbMSO - CDClj’ ertre 119 y el 5-amino-l-glucosil-1,
2,0-triazol derivado 130, andlogo de 121, permite descartar defi
nitivamente una estructura como 121. Una estructura como 123 tam
bién puede descartarse debido al gran impedimento estdrico que -
supone la presencia de dos restos glucosilo en los dcs nitrdgenos
contiguos N-1 y N-2, Por itanto, al segundo diglucosil derivadc -
podrfa corresponderle tanto la estrucfura 119 como la 122, El he

cho de que en el espectro de RN de dicho diglucosil derivadc no

aparezca la sefial correspondiente al NH exocfclico como un doblete

»
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como sucedfa en el caso de 118, parece apoyar una estructura co-
mo 122 en la que los dos glucosilos estdn unidos a 4tomos de ni-
trégenos heterocfelicos. Por una parte, existe una gran semejan-
‘za en los espectros de UV de los dos diglucésidos obtenidos en -
la rezccidn de la base l;é con o-acetobromoglucosa. Dicha semejan
za indica la gran similitud de croméforos en ambos diglucosilde-~
rivados y por tanto apoya una estructura como 119 para el segun-
do diglucosil derivado, ya que si dicho diglucosil derivado fuese
122 es de esperrar que su espectro ultravioleta fuese muy distin
to al de 118. Aderids, y tal como puede verse en la Tabla-6, exig
te una buena correlacién éntre los desplazamientos quimicos de -
los protones triazdélicos y de los protones andémeros de los resto
glicosfdicos unidos al N-heterocfelico para los derivados 119 y
lgé, lo que sugiere que 119 es un h-glucosil-3-glucosilamino der
vado. Dichos desplazamientos gquimicos de H-5 y de H-1’aparecen a
campo mas bajo en los derivados glicosldados en N-1, 118 y 135’
que en los glicosidados cn N-L, 119 ¥ lgé. Semejanzas ¥y corra2la-
ciones del mismo tipo se observan en los espectros de RMN de N-

matil-j—amino-l,z,h-triazolesl25

s que también apoyan la asignaci
tentativa de la estructura 119 como un 3-glucosilamino-4(glucopi
nosil)-1,2,%-triazol. Por ltimo la configuracién anomérica de 1
enlaces glucosfdicos de los derivados 118 ¥ 119 se establecid --
86

como B en base al mecanismo- del método de (CN)2Hg/CH3NO emple

2
do en la glicosidacidédn, que como ya se ha mencionado anteriormeg
te conduce a nucledsidos de configuracidn 1’22trans en el azdcar
es declr configuracién andémera P. Fn general, los rendimientos 4

la reaccidn de glicosidacién del 3-amino-1,2,4-triazol) 116 con

K ~acetobromoglucosa fueron imuy bajos. Esto unido a que los posi
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bles monoglucdsidos de amino-1,2,4%-triazol se obtuvieron en muy

pequefias cantidades 1llevd al abandono de esta ruta sintética. Por
ello, los nucledsidos de aminotriazol deseados se obtuvieron por
reduccidén de los nucledsidos de nitro-1,2,4-triazol correspondien

tes obtenidos por glucosidacién de 3-nitro-1,2,%-triazol.

5.1.2- Preparacién de nucledsidos de nitro-1,2,4-triazol

por glicosidacidn

Por reaccién de glicosidacidn de 3-nitro-1,2,
4-triazol con of-acetobromoglucosa empleando el procedimiento del
"eianuro mercdrico-nitrometano” se obtuvieron dos derivados glu-
cosfdicos isémeros 127 y 128 con un 20% y un 50% de rendimiento

respectivamente. Los andlisis elementales de estos productos in-

) NN
N\N/“\Noz N : Q;N)L\\Noa

AcOGH., AcOCH,, AcOGH.,
AcO 0] AcO 0 AcO
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc
127 128 129

dicaron que en ambos casos el 3-nitro-1,2,4l-triazol se habfa uni-
. »

do al resto de azdcar, con pérdida de una molécula de BrH. Ademés,

los doz productos obtenidos mcstraron en sus espsctros de IR ban-

das fuertes a 1530 cm'lty 1340 em ! caracterfsticas del grupo nitro
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1o que indicaba el mantenimiento de dicho grupo funcional en los
productos. Los espectros de UV de los dos N-glucdsidos obtenidos
no aportaron datos para la determinacién de sus estructuras. Por
ello, la determinaciédn de las configuraciones andmeras y de las
posiclones de glicosidacién se llevd a cabo mediante la especbros
copfa de RMN, y en vista de que este método espectroscdpico tampo
co permitid la asignacién total e inequfvoca, se 1levé a cabo me-
diante métodos quimicos. La configuracién anémera del enlace glu-
cosfdico en ambos nucledsidos 127 y l§§ se asignd a partir de sus
espectros de RMN midiendo el valor de la constante de acoplamien
to J,.,. que fue J1’2' = 8,5 Hz para ambos derivados. Este valor
es caracterfstico de un acoplamiento trans-diaxial que, como ya
se ha mencionado anteriormente, solo es compatible con una confi
guracién andmera ﬁ para derivadeos de D-glucopiranosa. De acuerdo
con el mecanismo aceptado para el método de glicosidacidén emplea
do de (CN)QHg/N020H386, también era de esperar la obtencidén de N-

glucdsidos de configracidén andmera PB.

La determinacidn de las posiciones de glucosi
dacién se realizé como se indica a continuacién. En la reaccién -
del 3-nitro-1,2,t-triazol 117 con o-acetobromoglucosa, pueden for
marse tres nucleésidos isémeros 127, 128 y 129 cuyas estrusturas
podrfan direrenciarse a partir de sus espectros de RMN por compa,
racién de las seiiales del protén andmero del azvcar y del protén
triazélico aromdtico. E1l protdn andmero (H-1‘) deberfa aparecer
a campo mas bajo en los productos 127 y 129 que en el producto —-
lgg, debido al efecto desapantallante del gruvo nitro. Este efec

to debe actuar sobre el protdn andmero de los dos primeros deriva
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dos porque en ellos el grupo nitro estd contiguo al azdcar y no
debe actuar en 128 por estar mas alejado. Por otra parte, el pro
tén triazdlico aromético deberfa aparecer a campo mas bajo en los
Jderivados 128 y 129 que en el derivado 127, debido al efecto de
desapantallamiento que ejerce el azudcar sobre el protén triaééli
co contiguolou. Estd, por ltimo el criterio de la diferencia de
desplazamientos quimicos ( Ad= JbMSO ~ depca ) que presenta el -
protén triazélico aromdtico en dos disolventes diferentes, DMSO y
CDClj. En el caso presente, en que solo sz obtuvieron dos isdémeros
la comparazcién de los valores de desplazamiente qufmico Jei pro-
tén andmero, del protdn triazélico aromdtico y de Addel protén -
triazélico aromdtico (Tabla-7) no permitié la asignacién inequi-

voca de estructuras.

Como se observa en la tabla-7 el valor de Ad=
0,79 para el derivado mayoritario 128 es indicativo de que en di-
cho derivado el protén triazélico debe estar contiguo al nitrégeno
sustituido, pudiendo corresponder a dicho producto una estructu-
ra como la de los derivados 128 o] 123. Por otra parte, el hecho
de que el protén andmero aparezca a campo mas alto que en el caso
del derivado minoritario 127 parece sugerir que el azdcar en el
derivado mayoritario estd alejado del grupo nitro y en el deriva-
do minoritario el azudcar se encuentra préximo a dicho grupo nitro.
La unica estructura en la que se dan las dos circunstancias men-
cionadas para el producto mayoritario( protén triazdlico contiguo
al H-sustituido y protdén andémero alejado del grupo nitro) es la -

del derivado 128.
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En la estructura del derivado minoritario el azudecar ha de sstar

contiguo al grupo ~N02, por tanto su estructura podrfa correspon
der tanto & 127 como a 129. Aurgue el valor de Ad=0,42 observado
para el protén triazélico de dicho componente minoritario es me-
nor que ¢l valor de Ad = 0,79 observado para el componente may o~
ritario, lo que puede indicar que el protén triazédlico no estf -

)
contiguo al 4tomo de N-sustituidolo+

s como en el caso de 127, el
valor tan elevado de Ad tampoco descarta que dicho protén triazé
lico esté contiguo al 4tomo de N-sustituido, como en 129. Una a-
signacién definitiva e inequfvoca de las estructuras de los dos
nucledsidos obtenidos se realizé por medios quimicos, como se in-

dica a continuacién.

5.1.3~ Obtencidn de nucledsidos de amino-1,2,4-triazol

por reduccidén de nucledsidos de nitro-1,2,4-tri-

azol

La reduccién por hidregenacidén catallitica de
los nitro-1,2,4-triazol derivados 127 y 128 empleando paladio so-
bre carbén como catalizador, condulo a los correspondientes zmino

-1,2,4-triazol derivados 13C y 13%1. En sus espectros de IR se ob-

-1
servé la desaparicién de las bandas 2 1530 cm b Y 1340 em™ carac

terfsticas del grupo nitro y la aparicién de bandas en la zona de
3300-3500 cm'1 indicativas del grupo Nﬁe. Los espectros de RMN de
lzg y 121 fueron miyy semejJantes a los nitroderivados lgz ¥ }gg de
los que procedlan, en lo que respecta a los protones del azdcar,
con excepcién del protén anémero que aparecid a d = 5,82 yd= 5,53

‘en DMSO y CDC1, respectivamente para el derivado 130 v a d= 5,83

3
v d= 5,51 en DMSO y CDC1. respectivamente para el derivado 131.

3
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En todos los casos la sefial correspondiente al oroiédn andmero apa
recié como i doblete de J1,2, = 9 Hz, que cormo Y& se ha mencio-
nado, irdicé que tanto 130 como 131 tenfan configuracidn anoméri
ca P. En ambos amino derivados el protdédn anémero aparecid a campo
mas alto qus en los correspondientes nitroderivados }EZ ¥ lgg (tg
b1a77). Sin embargo en el caso del H-amino derivado 130 dicho des
plazamiento a campo altc, con respecto al 5-nitro derivade 1y,

es de 0,84 ppm en DMSO, claramente mayor que en el caso del amino
derivado 131 con respescto al 3-nitro-compuestc 128, en el que el
desplazamiento a campo alto es de 0,41 ppm en DM3O 'y de solo 0,15
ppm en CDClj. La gran diferencia de desplazamientos quimiccs a -
campo alto al reducir el grupo nitro, confirma que en el derivado
127 el grupo nitro estd contiguo al resto de azcar, es decir en
posicidén-3, mientras que en el derivado lgg el grupo nitio debe
estar alejado del azdcar, es decir debe tener estructura de 1-glu
cosil-3-nitro derivado 128 y nc de¢ 4-gzlucosil-3-nitro derivado
129. Esta acignacidr se confirmé mediante los valores de AJ;:ABMSO
- JbDCl de los protones aromdticos triazdlicos, que fueron A= 0,3
para el derivado 131 y Af= -0,08 para el derivado 130( tabla-7).
Conviene tener en cuenta en este momento que 131, que presenta el
mayor valor deAJ, procede de lgg que también presentaba el mayor'
valor de AJ} ¥y gue los valores menores de Adson los del nitro de-
rivado 127 v de su producto de reduccidn 150, Istos valores de

de 130 y 131 permiten asignar con bastante seguridad las posicio-
nes de glucosidacién. Asf, el mayor valor de Ad de 131 indica que
el protén triazdlico estd contiguo al 4tomo de nitrégeno sustitui
ho, es decir, se trata de un 5-amino-l-glucosil derivado. Sin em~:

bargo, debido a la importancia de la asignacidn de la posicidén de
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glucosidacién de los amino-1,2,4-triazol derivados 130 y 131 que
permitirfa ademds la elucidacién total de las estructuras de los
nitro-1,2,4-triazol derivados 127 y 128 de los que proceden, y -
elaborar un criterio espectroscédpico rdpido y cédmodo, se llevd a
cabo la asignacidn de las estructuras de los derivados 130 y 131

por métodos qufmicos, de la forma que se indica a continuacién.

Por reaccién de desaminacién reductiva de los
amino derivados 130 ¥ 131 se elimina el grupo NH2 pudiéndose ob-
tener de este modo dos nucledsidos de 1,2,4-triazol 74 y 76. Como
ya se menciond anteriormente en el capftulo 3, los dos nucledsi-
dos Z& y Z§ serfan perfectamente diferenciables por espectrosco-
pfa de RMN ya que debido a su simetrfa, los dos protones aromdti-
cos triazélicos del nucleésido 76 darfan una sola banda en el es
pectro de RMN, mientras que dichos dos protones aparecerfan cla-

ramente separados en dos bandas en al caso del nucledsido Z&.

0 N NN
. >
NN
AcOCH
AcO 2 0 + AcO 0
AcO AcO.
OAc OAc

Th 76
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Por tanto, la formacién del nucledsido 74 serfa indicativa de que
el amino-1,2,4-triazol del que procede, estd glicosidado en N-1 §
N-2, mientras que la obtencién del nucledsido 76 indicarfa que el

aminow~l,2,4-triazol de partida est4 glicosidado en N-4,

En la reaccién de desaminacién de los deriva-
dos 130 y lzl con nitrito sédico en presencia de 4cido hipofosfo-
roso, se obtuvo un mismo producto en ambos casos, el nucieésido -
74, que en su espectro de RMN, presentd en la zona correspondien-
te a los protones aromdticos dos singletes a d= 8,86 y d = 8,07
en DMSO y que resultd ser iddntico al nuelezsido de 1,2,4-triazol
con A-acetobromoglucosa, cuya sintesis se describ16 en el aparta-
do 3.2. La formacién de dicho nucledsido 74 a partir tanto del a-
mino derivado 522 como del amino derivado 131 indicé que la posi-
cién de glucosidacién en ambos amino derivados y por tanto en los
nitro derivados 127 y 128 de los que procedfan por reduccidn, era
en uno de los dos nitrégenos triazélicos contiguos, N-1 y N-2, Es

to permitidé descartar definitivamente una estructura como 129.

La asignacién de la posicidn del grupo NH2 en
los derivados 130 y 131 se realizé por desaminacién reductiva en
presencia de 4cido hipofosforoso deuterado. La reaccién del deri-
vado 131 con nitrito sédico en D,0 en presencia de 4cido hipofos-
foroso deuterado dié como resultado la obtencidn de un producto -
132 cuyo espectro de RMN fué idéntico al espectro del 1(2,3,4,6-
tetra-o-acetil—p-D-glucopiPanosil)—1,2,M-triazol T4 escepto que -
la intensidad de la sefial que aparecfa a d = 8,07 se redujo apro-
ximadamente un 54 %. Como ya se mencioné en el apartado 3.2 la se

fial que aparece a campo mas alto ‘fDMSO = 8,07 se asigna al protén
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trtazbiico H-3, que no estf sometido al desapantallamiento del a-
zdycar, y la que aparece a campo mas bajo, J'DMSO = 8,86, se asig-
na al H-5 que estd desapantallado por el azﬁcarllj. Como consecuen
cia de la desaminacidn, el 4tomo de deuterio entra en la posicidén
3, lo que significa que el grupo amino en el derivado 131 estd si
tuado en dicha posicién-3 y por consigulente el grupo nitro en el
nitro derivado 128 del que procede, estd también situado en posi-
cibn-~3. La bosiciﬁn del grupo NH2 en el derivado 130 y del N02 en
el derivado 127 se asignan, l6gicamente, como posicién-5. Esta a-
signacidn inequfvoca coincide con las asignaciones previas reali-
zadas por métodos espectroscdpicos sobre las parejas de nitro de-

rivados 127 y 128 y amino derivados 130 y 131.

5.2~ TENTATIVAS DE OBTENCION DE NUCLEOSIDOS ALQUILANTES A PAR

TIR DE 1-GLUCOSIDOS DE 3-NITRO-1,2,U4~TRIAZOL Y 3-AMINO-

1,24~ TRIAZOL

Se han reslizado varios inten*os para la pre-
paracién de nucledsidos alquilantes de 3-nitro~1,2,4-triazol y 3-
amino-1,2,4-triazol que responderfan a las férmulas generales 133
¥y 13%. Los nucledsidos de férmulas 133 y 134 serfan los andlogos
sustitufdos de los halometil-l,2,4-triazoles de férmula general -
80 cuya sintesis se describié en el apartado 3.4, La obtencidn de
los nucledsidos alquilantes de nitro-~ y amino-1,2,lk-triazol 133y
122 habrfa permitido estudiarel .efecto que los grupos atractores
¥y donadores de electrones sobre el anillo de triazol ejercen sobre

la capacidad alquilante, sobre la actividad citostdtica y quizds

gnRLE
\.'%, -

sobre la selectividad de estqs compuestos.

BIBLIOTE A2



112

2
N: \
N CH X
AcOCH2
AcO
AcO
OAc
133

AcOCH CH, X AcOCH 2
2 2
Ac 0 AcO 0
AcO AcO
Ac Ac
134 " 80

X= C1, Br, I

R= H, COCH,

5.2.1- Tentativas de preparacién de nucledsidos alguilan

tes derivados de F-nitro-1,2,l-triazol

‘ Con el fin de introducir el grupo halometilo
directamente sobre le anillo de nitro-1,2,4-triazol se intentd la
reaccidén de clorometilacién de l-glucosil-3-nitro-1,2,4-triazol -
lgg con clérometilnmetil-eter. Este intento, que habrfa conducido
al compuesto 133 (X w-Cl), fue infructuoso y siempre se recuperd
el producto de partida inalterado. Andlogamente los intentos de -
hidroximetilacidn por reaccién del derivado 128 con formaldehldo
acuoso a 130 °C durante 18 horas, que habrian conducido a 122 (x

= OH), también fueron infructuosos ya que se recuperd nuevamente



el producto de partida inalterado. El empleo de temperaturas de
reaccién mas elevadas durante tlempos mas largos, dié lugar a la
formacién de muchos productos de descomposicidédn, de desacetilg -

cién, productos poliméricos de formaldehfdo, etec.

El hecho de que tanto con el clorometil-metil
eter, como cch el formaldehfdo no se produjese reaccidn alguna -
¥y se recuperara el productoc de partida inalterado, podrfa ser de
bido a que ambas reacciones son reacciones de sustitucién electré
fila sobre el anillo aromdtico y en este caso la sustitucién elec
tréfila estd poco favorecida debido al efecto desactivante126 del

anillo de 1,2,4-triazol.

5.2.2~ Tentativas de preparacién de nucledsidos alquilan

tes derivados de 3-amino-1l,2,4-triazol

Los procedimientos empleados para la introduec
cién del resto alquilante en e) anillo de 3-amino-1,2,4-triszol -
fueron los mismos que en el caso del anillo de 3~nitro~1,2,h~tr1§
zol, es decir, clorometilacién con clorometilmetileter e hidroxi-
metilacidn con formaldehfdo acuoso. En las reacciones de clorome-
tilacidén e hidroximetilacién no se utilizé como producto de parti
da el 3-amino derivado 131, ya que el grupo NHQ libre podrfa reac
clionar intermolecularmente con el grupo halometilo (CHQX) del pro
ducto final. Por ello se decidi$ acetilar dicho grupo amino con -

el fin de disminuilr su nucleofilia.

En 1a reaccidén del 3-amino-1,2,4-triazol deri

vado 131 con anhidrido acético en piridina a temperatura ambiente
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se obtuvieron dos productqs cuyos andlisis elementales indicaron

que se trataba de un monoacetil derivado 135 y de un diacetil dg

rivado 136. Las estructuras de los compuestos 133 y 136 se deter

3

Y
- AcOCH2
AcO. 0
AcO
OAc

H2N

131
CHBCOHN (CHBOC)gN
K I
N \ N \
Y NN
AcOCH2 + . AcOCH2
ACO 0 ACO O
AcO, AcO
OAc OAc
135 1356

minaron vor métodos espectroscédpicos, En primer lugar, el valor de
la constante de acoplamiento J1’2’ = 9 Hz, tanto para léé como pa
ra lzg, indicé que la configuraéidn andmera del enlace glucosIdi-
co en ambos derivados era ﬁ, igual que la del amino derivado lzl
de partida.El espectro de IR de 135 indicé su cardcter de monoace
“tilamino derivado ya que mostrd a 1695 cm"1 una banda fuerte, asig

1

nable al grupo C=0 amfdico y a 3330cm ~ una banda ancha, asignable

a la vibracién de tensién N-H. Es a asignacidn se confirmé median
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te el espectro de masas por la aparicién del pico molecular a m/e
456 que correspondfa a la masa esperada, y mediante el espectro -
de RMN por la aparicién de una quinta banda en la zona donde apa-
recfan los cuatro acetilos protectores de los hidroxilos del res-
to de azdcar. Esta quinta banda se asigné al grupo acetilamino. -
La naturaleza de 136 como diacetil aﬁino derivado se confirmé me-
diante el espectro de IR por la aparicidén de la banda a }BEOcm'l

correspondlente a la vibracidén de tensidn del NH amidico. También
se confirmé por la aparicidn en el espectro de RMN de una sexta -
banda en la zona de los acetilos, que se atribuyd al segundo gru-
po N-acetilo. Desde el punto de vista quimico, y de acuerdo con -
los datos de la bibliograffa, la acilacién de éminosl,Q,h—triazo—
les N-sustituidos se produce sobre el NH2 exocfclico y no sobre -
un dtomo de N del heterociclo. Concretamente, la acetilacidn del

1-acet11-3—am1no-1,2,h-triazol conduce al l-acetil-3-acetilamino-

127’128. En nuestro caso, la unién del grupo acetilo

1,2,h4-triazol
de 135 y de los dos grupos acetilo de 136 al 4tomo de nitrdgeno
exocfclico, se confirmé mediante espectroscopfa de UV (Tabla-11),
ya que la semejJanza de los espectros de UV de 195 compuestos lél,
135, ¥ 136 indicé la analogfa de sus croméforos. Una vez defini-
da la estructura de 131 como la de un 1—glucosil-3—amino-1,2,h-tpi
azol, dicha semejanza de croméforos exigfa que 122, fuese un 1-
glucosil-3-acetilamino-1,2,4-triazol y 136 fuese un l-glucosil-3-
diacetilamino-1,2,4-triazol. Esta asignacién se confirmé tambiéi
mediante la espectroscopffa de RMN por comparacién de los desplaza
mientos quimicos de los protones andémeros y de los protones tria
z6licos H-5 de los compuestos 131, 135 y 136.

Como puede verse en la Tabla-7 el desplazamiento qui-
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mico, en el mismo disolvente, del protdédn triazdlico H~5 sufre una
variaciérlen el mismo sentido y aproximadamente de la misma magnl
tul al pasar del NH2 en el derivado 131 al NiAc en el derivado --
135 y al NA02 en el derivado 136. Asi el H-5 en el derivado 135 -
:sufre un desplazamiento a campo bajo de 0,41 ppm respecto al de-
rivado 121 y en el diacetil derivado lzé dicho protén se ve des-
plazado a campo mas bajo 0,28ppm respecto al derivado 135, Este
hecho indica que la diferencia estructural entre.el-diacetil deri
vado 136 (NAcz) ¥y el monoacetil derivado 135 (NHAc) es del mismo
tipo que centre el monoacetil derivado 135 (NHAc) ¥y €l amino deri-
vado 131 (NHQ). Por otra parte, el desplazamiento qufmico del pro
tén andmero (H—lf) del azdcar es practicamente igual en el diace-
til derivado EZQ, 2n el monoacetil derivado 135 y en el amino depi
vado lzl, lo que confirma las estructuras asignadas a 15y lzé y
parece excluir la posibilidad de una estructura de tipo lgzrpara
el diacetilamino derivado izé que resultarfa de la entrada del --
segundo grupo acetilo sobre el £tomo de nitrégeno N-2 del anillo.
En yna estructura como 137 el protén andémero (H-1‘) se verfa desa
pantallado por el C=0 del nitrégenco contiguollu. El hecho de que
H-5 se desplace hacia campos mas bajos al pasar de 121‘*'222“-’
Ezﬁ, también parece excluir la posibilidad de la estructura de ti
po 137 en la que se rcmperfa la aromaticidad del anillo de 1,2,4-
triazol, lo que implicarfa el desplazamiento del protén H-s-triagg
lico a campos mas altos con respecto a 135 ¥y no a campos mas bajos

-

como de hecho sucede.

El diacetil derivado 136 , a pesar de ser un

producto cristalino perdfa facilmente un grupo acetilo dando lu-
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gar al monoacetil derivado 135. De hecho en la reaccién de aceti-
lacidén el producto que se forma mayoritariamente es el diacetil-

derivado 136, que se transforma en el monoacetil derivado 135 a -

~-Ac
N

l(\N ™~

A on
ﬁz
. o ,
OAc
AcOCH
AcO OAc

137

medida que transcurre el tiempo de reaccién.

La reaccién del diacetil derivado con cloro-
metilmetileter en presencia de tetracloruro de estafio como catall
zador, no condujo al clorometil derivado izg que cabfa esperar, -
siné que en la reaccién se produjo la desacetilacidn de 136 que -
condujo al monoacetil derivado 135. El hecho de que en la reaccién
se forme ei monoacetil derivado }22, parece indicar la gran labili
dad de uno de los acetilcs del diacetil derivado 136. Para confir
mar este hecho se traté el diacetil derivado 136 con C1ySn en 1,2-
dimetoxietano a temperatura ambiente, obteniéndose de este modo -

el monoacetil derivado 135.

El segundo procedimiento que se intentd para
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la preparacién de los nucledsidos alquilantes de 3-amino-1,2,%4-
triazol, fue la hidroximetilacidn con formaldehfdo. La reaccidn
del diacetil derivado 136 con formaldehfdo acuoso a 1309C duran-

te 18 horas no condujo al hidroximetil derivado 139 deseado, sino

N
AOCH,, N CH X
AcO 0
AcO
AcgN OAc
N;/ » 138, X= Cl
N\
AcOCH,, 139, X= OH
ho0— 0 AcH‘N}-
Ac
N
OAc N{\ S&
N
}-3'9 AcOCH2
AcO 0
AcO.
OAc
135

que se obtuvieron muchos productos de descomposicidn, de desacetl
lacién, productos poliméricos de formaldehfdo etc. Cuando la reac
cidn se intentd en condiciones menos endrgicas de temperatura y -
tiempo de reaccién, se obtuvo uUnicamente el monoacetil derivado -

135. En la reaccién del monoacetil derivado 135 con formaldehfdo
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acuoso a 1002C durante 16 horas, se recuperd el producto de partl
da inalterado, cuando la reaccidén se realizé en condiciones mas -
enérgicas de temperatura y tiempo de reaccidén se obtuvieron dnica

mente prbductos de descomposicidén.

5.3- REACCIONES DE SUSTITUCION NUCLEOFILA EN 1-GLUCOSIL~5-
NITRO-1,2,4~TRIAZOLES

Algunos derivados de nitro-1,2,%-triazol po-
seen un grupo nitro activado que puede ser desplazado por la ac-
cidn de diversos nucledéfilos, asi el l-metil-3,5-dinitro-1,2,4-
triazol lﬂg posee un grupo 5-nitro activado, que es desplazado ~-

por la accidén del hidrdxido am6n100129 para dar el derivado 141.

ON ON 0N
N }‘N
N/ »\ NH_,0H N/ »\ N_H, H,0 N;/ )\NHR
\1'« NH,, \? NO,, Ny NH,
CH CH,5 CH,
i 1% 142

Por otra parte el tratamiento de 140 con hidrato de hidrazina del
95%, da lugar al desplazamlento del grupo 5-nitro para dar el 5-
hidrazino-triazol 142,
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Estas reacciones transcurren segun el mecanismo denominado SyAr
o de"adicidn-eliminacidén", que es el mas importante mecanismo de

sustitucidén nucledfila aromdtica y transcurre en dos etapas:

ETAPA-1
@ X X X
x . Y Y Y
+ Y
R e b e
lenta S (4
143
ETAPA-2 -
Y
Y
—_— + X
rédpida

Esquema-XT

Este mecanismo es denominado a veces, SN2 porque es bimolecular
pero el ataque del nucleéfilo (Y) ¥ la salida del grupo saliente

(¥X) no son simultdneoz, form#ndose el intermedio 143. Este tipo -

"sales de

Meisenheimer" y que han podido aislarse en muchos casostot,

de Intermedios scn sales estables que se conocen como

En el mecanismo SNAr el enlace Ar-X no se rom
pe hasta después de la etapa-1 (determinante de la velocidad de -
reaccién), por tanto un cambio en el grupo saliente no ejercerd -
un gran efecto en la velocicad de reaccidn. Los grupos ,salientes
en las sustitucioens nucledfilas aliffgticas( haluro, sulfato, sul
fonato, ete.) son también grupos salientes en las sustituciones -
nucleéfilas aromdticas, perc grupos tales como N02, OR, OAr, SO2R

¥ SR que no son buenos grupos salientes en sistemas alifaticosl32
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son grupos salientes cuando estdn unidos a anillos aromdticos.

Sorprendentemente, el grupo NO2 es un buen grupo saliente133.

Por reaccidn del S~nitro-1,2,4-triazel deri-

vado 127 con H,O a temperatura ambiente durante 15 dfas se obtuvo

2
el producto l&ﬂ con rendimlento cuantitativo. La estructura del -
derivado 144 se determiné en base a sus dator anfliticos y espec
troscépicos. El andlisis elemental indicé la sustitucién del gru

po NO_ por el grupo C=0, En el espectro de IR se observd la desa

1

2
paricién de las bandas del grupo NO, a 1530 cm

y 1340 em™ ! y la
aparicién de una banda a 1710 cm"1 asignable al C=0 triazdlico,
El espectro de RMN de 144 no presenté grandes diferencias con el
espectro de RMN del derivado 127, salvo en el protén andmero H-1"
que aparecid a JbMSO = 6,64 para 127 y a JDMSO = 5,66 para 144 ,
¥y en el protén aromdtico triazdlico que aparecid a 'IDMSO = 8,45
para 127 y a JBMSO = 7,86 para 144, El desplazamiento a campo ~
mas alto de los protones mencilonados de l&& se atribuye a la desa
paricién del efecto anisotrédpico y del efecto de atraccidn de e
del grupo nitro. ©1 valor de 4d= 0,39 (A°r=,JSMSO - JéDCl ) para
dicho protén triazdlico en el derivado 144 indicé que dicho pro~
tdén no se hallaba en posicién contigua al N-sustituido y por tan
to nb eré sensible al cambio de disolventelou, ¥y por tanto en la
reaccidn de SNAr del grupo NO2 por el grupo =0 no s=2 habfa produ-
cido variacién en la posicién de glicosidacién. Por otra parte, e
xistfa una gran semejanza entre los espectros de RMN de la l-glu-
cosil-1,2,4-triazolin-5-ona 144 y de la l-glucosil-3-metil-1,2,4-
triazolin-5-ona 92 descrita en el apartado ho1 ., AsI el protén -

triazdélico aromdtico aparecid a JDMSO 5,63 para 92 ¥ meso 5,66
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para 144, Lo que conyirmaba la estructura asignada al derivado 92.

Con el fin de aprovechar la caracteristica de
127 de participar en reacciones cde sustituciédn nucledfila para la
preparacién dc N-giucdsidos alquilantes, se pensé en hacerle reac
cionar con aziridina y con mostaza nitrogenada, lo que deberfa --
conducir a los nucledsidos correspondientes portadores de grupos

alquilantes cldsicos.

Asf, el 5-aziridinil-1,2,4-triazol derivado
145 se obtuvo por reaccién del 5-nitro-1,2,U4-triazol derivado 127
con aziridina. El andlisis elemental de 145 indicé la sustitucién
del grupo NO2 por el grupo aziridinilo. En el espectro de IR se -
observd la desaparicién de las bandas correspondientes al grupo

1

NO, a 1530cm — y a 1340 cm—l. Los espectros de RMN de 127 y 145

2
fueron muy seme jantes, salvo en las sefiales del H-1l’que apareccid
a dpygo = 6,66 para 127 y dbMSO = 6,15 para 145 y del H-3 triazé-
lice que.aparecié a JBMSO = 8,45 para 127 y dﬁMSO = 7,55 para 145,
De nﬁevo, el desplazamiento de las sefiales de H-1‘y H-3 a campo -~
mas alto se debe a la desaparicién del grupo nitro. El valor de -
Ad = 0,07ppm (A= JbMSO - JéDCl ) para dicho protén triazélico en
el derivado 152 indicé qus dicho protén no era sensible al cambio
de disolvente y por tanto no estata en posicién contigua al H-sus
tituido, este hecho confirmaba que en la reaccidn de SNAr del NO2
por el grupo aziridino no se habfa precducido variacidén en la posi
cidn de glicosidacidn. En el espectro de RMN de lﬁﬁ se observd a-
demds la aparicién de urn singlete ad= 2,39 que integraba para %

protones y que se asigné como la serial correspondiente a los pro-

tones del grupo S5-aziridinilo.
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Con el fin de preparar <1 derivado de mostaza nitrogenada lﬂg se
hizo reaccionar el derivado lgz con bis(2-cloroetil)amina recieg
temente liberada de su hidrocloruro, aislédndose en esta reaccidn
ne el 5~bis(2-cloroet11)am1no—1,2,h-triazol derivado lﬂé esperado
siné el 5-cloro-1,2,4-triazol derivado 147, resultante de la S

N
del grupo NO2 en el derivado 127 por el grupo Cl generado a partir

Ar

de la bis (2~cloroetil)amina. E1 ién cloruro procede vosiblemente

+
del cloruro de 2-cloroetil-etilenimonio ClCH20H2N:] c1-que se
forma facilmente a partir de la bis(2-cloroetil)amina y/o de 4ci-

do clorhfdrico formmado a partir del mismo compuesto durante el --
cursc de la reaccién. La estructura del derivado 147 se estable-
cib en base a sus datos analfticos y espectroscédpicos., El andli-
sis elemental indicé la sustitucidn del grupo Ho,, por el dtomo de
Cl, que quedd confirmado en el espectroc de masas por la apariciﬁn
“de picos a m/e 374(1%) y & m/e 376(0,3%) con 1a relacién de inten
sidades caracterfstica de los compuestbs monoclorados, proceden-
tesfle 1a pérdida de Czﬂjoga partir del 16n molecular. El espectro
de RMN fue muy semejante al espectro de RMN del producto de par-
tida 127 salvo la sefial correspondiente al H-1‘que aparecid a ---
‘IDMSO = 6,30 y la sefial del protén triazdlico aromdtico que apa-
recid a ‘[DMSO.= 8,20, ambos a campo mas alto que los protones co
rrespondientes del nitrotriazol de partida. El valor deAJ}=0,28
para dicho protén triazdlico indicé que no se habfa producido va-
riacién en la posicidn de glicosidacién.

Cuando la reaccidén entre le derivado 127 y la
bis(2-cloroetil)amina se realizé en presencia de piridina como a

ceptor del HCl liberado, se obtuvo el derivado de amonio cuater-



H
BN i

" 145
1 —,‘—
H,0 H‘Q
SV
¥
]

Gl
\ * CH CH Cl

147 ’ CH CH,C1 -
G1

146
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nario 148 resultante del atague nucleéfilo de la 4-dimetilamino-
piridina sobre el 5-nitro-1,2,4-triazol derivado 127. El espectro

de RMN de 148 presentdé la sefial correspondiente al H-1~ a'JbMSO+

]

D,0 6,15 y la sefial correspondiente al H-3 triazdlico a.Jszo+

D0 =
2 .
3,40 que integré para 6 protones y que se asignd como la sefial -

8,33. También se observé la aparicién de un singlete a J =

correspondiente a los dos CH, unidos al dtomo de N cuaternario,y

de un doblete ad= 7,26 que inbegraba para dos protones y un mul
tiplete a d= 8,33 que integraba para dos protones, que se asigna
ron como las sefiales correspondientes a los protones de la piri-
dina, La formacién de la sal de amonio cuaternario 148 y no del

derivado 149 se confirmdé por espectroscopfa de RMN comparando el

valor del desplazamiento qufmico de las sefiales correspondientes
a los N--CH3 del derivado lﬂg con las de los comput stos 150 ¥ 151.
FEl valor de dichos desplazamientos qufmicos fue = 3,40 para 148
J = 3,17 para 150 ycf: 2,99 para 151, mas semejante a los metilos
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unidos al 4tomo de N-cuatermario del bromuro de bencil-trimetil

amonio 150 que a los metilos de la 4-dimetilaminopiridina 15%.

CH

+/ 73 / \\ CH,
CH2-N<2§3 N . l(\crx
BI'_ 3 3
150 5

Con el fin de comprobar si el grupo NO2 unido
en posicidn~3 del anillo de 1,2,4-triazol era también capaz de dar
racciones de SNAr con nucledfilos, se hizo reaccionar el 3-nitro-
1,2,4-triazol derivado 123 con aziridina a temperatura ambiente -

durante 5 dfas, recuperdndose el producto de partida inalterado.

4
B h)
N N\\N

————
+ H(] AcOCH,,

2.0 AcO 0
AcO AcO
OAc
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En la Tabla-8 se incluyen los valores de los desplazamientos quf-
micos de los protones correspondientes a todos los productos des-

critos en el presente apartado.
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TABLAS
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TABLA-1, {Cont.). Constantes de acoplamiento (Hz)

Compuesto Jl 2* J2 57 J3 e
2 2 5
36 3,5 5,5
37 2,5 5
41 2,5
43 3
X6 3,5 5,5 5,5
pud 3,5 5 L5
4o 3,5 5,5 5,5
50 4,5 6
51 3 5,5 5
53 b 5 5,5
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TABLA-2, (Cont.). Constantes de acoplamiento(Hz)

Conpuesto Jlrzr J2;31 Jj’!’" Juasr J!"S{) Jsa,‘sg

a
:_22 l! 6 £0,5 3 3,5 10,5
y 4,5 6 <£0,5 3 3,5 10,5
A5 5 6 <0,5 3 3 10
48 4,5 3 3 10

52 4 3 3 10,5
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Datss de absorcién ultravioleta de 1—ribofuranosil—l,2,3-tri
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TABLA-9

azo.es,
Compuesto meag)(H {nm) &
36 222 2850
37 221 1250
46 2o) 21470
47 221 3880
2(2 229 4500
51 228 2900
TABLA-10

Dalos de absorcidén ultravioleta de glucosil-1,2,4-triazolinonas

Compuesto 'I:Zgﬁ(nm) £
22 217 1460
3 219 2112
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TABLA-11

Datos de absorcidn ultravioleta de glucosil-l,2,4-triazoles

sustituidos
Compuesto ing . é;
127 230 253 4300 4000
128 239 4800
130 218 6000
131 231 3700
135 224 10094

Lj_é 218 6056
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_PARTE EXPERIMENTAL _




Los puntos de fusidén se midieron en un apara-
to Kofler y no estdn corregidos.

Los andlisis elementales fueron realizados --
por J. Prieto bajo la direccidén del Dr_Calderén, en el laborato-
rio de microandlisis del C.N.Q.O.

Los espectros de RMN fueron registrados en un
espectrémetro Variaﬁ XL-100 utilizando TMS como referencia inter-
na.

Los espectros de UV se realizaron en un espec
trofotémetro Perkin-Elmer 350 & 402,

. Los espectros de IR se registraron en un espec
trofotémetro Perkin-Elmer, Modelo, 257

Los espectros de masas se registraron en un -
espectrémetro Hitachi-Perkin-Elmer, modelo RMV-CMG, con marcador
interno de masas.

las cromatograffas preparativas se realizaron
en placas de 2mm, con gel de silice HF254 Merck.

Las cromategraffas en capa fina se realizaron
en cromatofélios de 0,2mm de gel de sflice tipo 60, Merck F254‘
Los compuestos se detectaron con una l4mpara de luz ultravioleta
de 254nm, o mediante pulverizacién con una disolucidén de 4cido
sulfdrico al 30% en etanol y calentando aproximadamente a 1109C -
durante 20 minutos. '

Las separaciones cromatogrdficas en columna
se realizaron con gel de sflice Merck tipo 60(70-230Mesh).

Las cromatograffas 1fquido-1fquido se realiza

ron. en un cromatégrafo Waters modelo Prep LC/System 500A



143

1.- PREPARACION Y ORIGEN DE LOS_PRODUCTOS DE_PARTIDA

1.1.~- Alcohol propargflico. Procedencia comercial, Fluka A'Gf
1.2.- Clororo de propargilo. Procedencia comercial,Fluka A.G.
1.3.~ Bromuro de propargilo. Procedencia comercial,Fluka A,G.
1.4.- 1,4-dicloro-2-buting. Procedencia comercial, Fluka A.G.

1.5.- 1,4-dihidroxi-2-butinc.Procedencia comercial,Fluka A,.G,

1.6.- Azida de trimetilsililo.Procedencia comercial,FlukaA.G.
1.7.~ D-(-!-ribosa. Procedencia comercial, Fluka A.G,
1.8.- D=-glucosa. Procedencia comercial, Fluka A.G.

1.9.- 1,2,4-triazol. Procedencia comercial, Fluka A.G.

1.10-~ Agiridina.-Procedencia comercial, Fluka A.G.

1.11- Cloruro de tririlo. Procedencia comercial, Fluka A,G.

1.12- ' N-bromosucc¢inimida.Procedencia comercial, Fluka A.G.

1.13- Vl,2,3,5—tetra-O-acetil—Q~D-ribofuranosa

Se disuelven 30,02g(0,21 moles) de D(-)-ribosa
en 500ml de metanol seco, se agregan 2,5 ml de 4cido sulfdrico y -
se mantiene la reaccidén de 0-32C durante 1% horas. A continuacién,
la mezcla de reaccién se neutraliza con piridina anhidra(100 ml) y
se evapora en el rotavapor, déndo 1-O-metil-ribofurancsa como un -

sirupe duro.
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E1l ?esiduo se disuelve en piridina anhidra(250 ml) y se trata a
continuacidén con 100 ml de anhfdrido acético que se adiciona len
tamente, enfriando exteriormente con hielo. Después, se deja a -
temperatura ambiente durante dos dfas, pasados los cuales, se con
céntra la disolucién a vacfo dando un sirupe claro, libre dz pi-
ridina, formado por 1-O-metil—2,3,5—tri—O—acetil—p-D—ribofuranosa.
Se disuelve el sirupe en 300 ml de dcido acético y 70 ml de anhf
-drido acético y se trata con 15 ml de 4cido sulfdrico, que se adl
ciona lentamente, enfriando exteriormente con hielo, se deja la
reaccién a temperatura ambiente durante 12 horas. Pasado este -
tiempo se agita la disolﬁeién roja con 400g de hielo y se extrae
la mezcla con cloroformo, los extractos se lavan primero con agua
(2 veces con 50 ml) y después con una disolucién acuosa de bicar
bonato sédico (hasta total neutralizacién del 4cido), los extrac
tos se secan sobre sulfato sédigo y a continuacién se concentra

a presién reducida, hasta obtener un sirupe espeso. Este producto
se trata con %0 ml de. etanol enfriando con hielo, apareciendo in
mediatamente, unos cristales blancos que se filtran y secan ¥y que
pesan 28,9g(45%). E1 filtrado se evapora y se vuelve a tratar co
mo antes, usando cantidades$ proporcionales, para dar mas tatra-0-
acetil—(&-D-—ribofuranosa(l#,21g, 7%)}. Rendimiento total 28,9+4,21g

. _ 83
(52%). P.f. = 80-829C,(p.f.y 4, = 79-82°C)

1.14- 1,2,3,4,6-penta—0~acetil-B-D-Glucopiranosa
L

Una suspensién de 50g de acetato sédico anhi
dro en 700 ml de anhfdrido acético, en un matraz de 1L de fondo

redondo, se calienta hasta el punto de ebullicidén. Se adicionan
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3g(de los 100g) de «(-D-glucosa anhidra, y el matraz, sin agitacién
se calienta hasta el punto de fusién del azdcar del fondo. La ini
ciacidén de la reacciédn es indicada por la ebullicién continuada,
después de quitar la calefaccidn. El resto del azdcar se adiciona
en pedueﬁas porciones, manteniendo la temperatura de ebullicién

de la meze;a. Si la reaccién se para se calienta de nuevo antes

de adicionar mas azdcar. El matraz se agita de vez en cuando para
evitar la acumulacién de azudcar sdélido en el fondo del matraz, Des
pués de la adicién de todo el azdcar y antes de que la reaccién
termine, la disolucién se calienta hasta ebullicidédn. Se enfrifa y
se vierte, agitando, sobre 2t de hielo machacado y sevdeja repo-~
sar durante 3 horas, el sélido se filtra con succién y se lava -
con agua frfa. Se recristaliza de 1L de etanol caliente, seguido
de filtracién con carbono decolorante(C-activo). El sélido se ril
tra tan pronto como la temperatura del recristalizado alcanza la
temperatura ambiente. El o~D-andmero solo eristaliza si se deja un
tlempo prolongado a temperatura ambiente. Rendimiento 118,94g(55%)
p.f. = 132-1339C, (p.fup ) = 1320c)13%

1.15- Bromuro de 2,3,4,6-tetra-0O-acetil-o(-D-glucopiranosilo

En un matraz de un 1litro de 3 bocas (equipado
con un‘agitadof‘éficéz ybtérﬁémetro), se enfrfaﬁ 206 ml de>aﬁhi-‘
drido acético ( en una mezcla de agua y hielo) y se adicionan go-
ta a gota 1,2 ml de 4cido perciédrico (60-70%). La disolucién se -
deja hasta temperatura ambiente y se anaden 50g de D-glucosa anhi
dra agitando la mezcla a una velocidad media, durante 0,5 horas,
manteniendo la temperatura de la reaccién entre 30-40°C, Después

de enfriar la mezcla de reaccidn hasta 209C se anacden 15g de féi
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foro rojo y segudamente se afiaden 90g(26 ml) de bromo a una velo
cidad tal que se mantenga la reaccidn a una temperatura de 209C
Se adicionan 18 ml de agua gota a gota con agitacidén continua du
rante media hora para evitar que la temperatura suba por encima
de 209C.

La mezcla de reaccidn se deja 2 horas a tem-
peratura ambiente. Se atiaden 150 ml de cloroformo y la mezcla se
filtra sobre lana de vidrio. El matraz de reaccién y el filtro se
lavan con 25 ml de cloroformo. El filtrado se vierte en 400 ml de
agua (préxima a 0°C) en un embudo de separacién de 1L. Después de
lavar, la fase clorofdrmica se echa en un embudo de separacién -
que contiene 150 ml de agua a 02C. La operacidn se repite con 25
ml de cloroformo adicionados a la fase acuosa inicial, mezclando
despuds los extractos cloroférmicos, Después de agitar vigorosa-
mente, la fase de cloroformo se echa en 250 ml de una disolucién
saturada de bicafbonato sédico en un vaso de 1L, con ayuda de un
poco de cloroformo y se agita vigorosamente. La fase de clorofor
mo se agita 90 minutos con 5g de 4cido sillcico seco. Se filtra y
la disolucidn, debilmente amarilla, se evapora a presién reducida
a temperatura por debajo de 60°2C hasta dar una masa cristalina dH
ra. El sélido se transfiere a un mortero con la ayuda de 250 ml de
una mezcla (2:1) de &ter de petrdleo-éter y se tritura en el disol
vente. La'mezela se filtra y el resfduo se lava con 25 ml de éter
seco frio. El bromuro de 2,5,M,6-tetra—o-acetil—d}D-glucopiranosi
lo bruto se seca a presién reducida sobre NaOH., Rendimiento 102,94g

) 35
(90%) p.f. = 84-859C, (p.f., ., =79-ghec)
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136

1.16- 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-D-ribofuranosa

a/ 2,3-O-isopropiliden-D-ribofurancsa

Se disuelven 9g(0,06 moles) de D-(-)-ribosa
en.130 ml de écetona, en un matraz provisto de agitacién magnéti
ca. e ahaden a continuacién 3 g de SOHCu anhidro y 3,04g de écl
do p-toluensulfdénico y se mantiene la reaccidn a temperatura am-
bienie durante 3,5 horas. Se filtra y se lava el sélido con pegue
fias >orciones de acetona, el filtrado se neutraliza con 1,28g de
una iisolucidn al 50% de NaOH en agua y después con una pequefia
cantidad de bicarbonato sédico. Se filtra y el resfduo(sales inor
gdniras se lava con acetona, el filtrado se evapora a sequedad,

a tenperatura por debajo de 40°C, para dar 1lg del producto desea

do e1 forma de un sirupe amarillo.
b/ 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-D-ribofuranosa

Se disuelven 9,5g(0,05 moles) del sirupe obte
nido en la etapa anterior en 20 ml de piridina seca. Se ahaden a
continuacidén 17g(0,06 moles) de cloruro de tritilo y se deja la -
reac:iédn a temperatura ambiente durante 2% horas. La mezcla de -
reac:ién se vierte sobre 250 ml de agua destilada, se agita rdpi-
dameite, se decanta la fase acuosa sobrenédante Yy el jarabe que -
precipita se lava de nuevo con agua, se decanta la fase acuosa yv
el jirabe se disuelve en 150 ml de diclorometano y se agita con -
una iisolucién de 20g de cloruro de cadmio en 250 ml de agua. De§
pués de filtrar el material insoluble, se separa la fase orgdnica

3} se seca sobre sulfato sddico anhidro. Se evapora a sequedad a
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presién reducida para dar 29,65g de un sirupe duro que se purifi
ca por cromatografla de capa fina preparativa. Rendimiento 18,5g

(86%

1.17- N-N-bis(2-cloroetil)aminai-’

a/ Hidrocloruro de N,N—bis(2—eloroetil)amina
v -

Se disuelven 130 ml de cloruro de tionilo en

130 ml de cloroformo y se afiade lentamente una disolucién de 50g
de dietanolamina en 150 ml de cloroformo. Una vez terminada la a
dicién se calienta a ebullicidédn hasta obtener una disolucién cla
ra que se deja enfriar en batio de hielo-sal, cristalizando un sé
1ido blanco que se filtra y lava tres veces con cloroformo y por

¥ltimo una con €ter etflico. Rendimiento 75g(75%)
b/ N,N-bis(2-cloroetil)amina

Se afiaden 40g de hidrocloruro de N,N-bis(2-
cléroetil)amina pulverizados y 64 ml de una disolucién de hidré-
xido potdsico al 20% a 20g de hielo. La amina libre se extrae r§
pidamente con &ter, los extractos etéreos se secan con carbonato
potédsico o sédico y se evapéran a presién reducida a temperatura
ambiente. Rendimiento 25,6g(80%). Es un compuesto inestable que

hay que prepararlo en el momento de ser utilizado.

1.18- 5-metil-1,2,h-triazolin-3-ona

a/ Acetilhidrazida

Se gotean lentamente 122 m1(1,25 moles) de a

cetato de etilo sobre 72 ml(1l,5 moles) de hidrato de hidrazina y
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la mezla se calienta a reflujo durante dos dfas. Se enfrfa brus
camentt y se concentra, a presién reducida, gquedando un 1fquido
muy deiso que se extrae con la mezcla &ter-n-propanol (1:1). Los
extracos se evaporan v se obtiene un jarabe que cristaliza. Se

lavan .os cristales y se filtran, obteniéndose de este modo la

acetillidrazida en forma de sélido blanco. Rendimiento 76,23g

(83%)
b/ S-metil-1,2,4-triazolin-3-ona

, Una disolucién de 20g de acetilhidrazida en
100 ml de agua ée trata bajo refrigeracién con 23,5 ml de HC1(35
%). Depués se aftade una disolucidén de 21,96g de cianato potdsico
en 40 11 de agua. Transcurridos aproximadamente 10 minutos, se a
fiade wma disolucidén de 16g de KOH en 10 ml de agua y el conjunto
se refuye 1 hora. Se deja enfriar, se filtra y neutraliza con HC1
(20%) : se concentra a sequedad. El resfduo se extrae con etanol
absoluo a ebullicién y la disolucidn se concentra en el rotava-
por paa dar 28,U48g de un sélido blanco que se purifica por subli
macidéna temperatura de 180-1909C y se recristaliza de etanol.
Rendimento 16,62g(62,7%) p.f. = 1409%C subl. (p'f'bibl. = 140°C
sub1. )13

1.9- Acido 3-amino-1,2,4-triazol-5-carboxflico

Se afiaden poco a poco 40g(0,2C4% moles) de car
bonatode aminoguanidina sobre una disolucidén de dcido ox4lico --
36,69g 0,441 moles) en 300 ml de agua y se calienta la mezcla a

1009C wrante 6 horas. Se afiade a continuacidn una disoluciédn de
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NaOH(2,5 M) hasta que la disolucidn estd alcalina y se refluye
el conjunto 1 hora. Se filtra y se acidula con écido clorhfdrico

la disolucidn filtrada y precipita el producto deseado, Rendimien

to 35,28(93,6%) p.T.= 190%C (p.f.y5yy = 1869C)170

1.20- 3-amino-1,2,4-triazol

a/ Por descarboxilacién del 4cido 3-amino-1,2,4-tria

zol-5-carboxflico

20g de 4cido 3-amino-1,2,4-triazol-5-carboxi
lico se calientan, a presién reducida, a una temperatura de 3002C
hasta que cesa el desprendimiento de Coe(aproximadahente 15 minu
tos). Una vez frfo, se obtiene un sélido amarillo que se disuel-
ve en 100 ml de etanol absoluto a ebullicidén, se trata con carbén
activo, se filtra y se afiade al filtrado 100 ml de €&ter ?tflico
¥y se deja cristalizar a 02C durante 48 horas. Rendimiento 10,75g

(82%) p.f. = 155-1572C (p.fopgpy = 15320)7°%

b/ A 10g de sulfato de aminoguanidina se afiaden 5g de
4cido férmico del 85% y 2-3 gotas de 4cido nitrico concentrado.
La mezcla se calienta durante thhoras en bafio de vapor. El1 siru
pe resultante se disuelQe en 16 ml de agua y con la temperatura a
502C se trata cuidadosamente con 4,16g de carbonato sédico anhidro
La disolucidn se pasa a un vaso y se evapora a sequedad en el bafio
de vapor, El resfduo se extrae dos veces con porciones de de 40
ml de etanol absoluto a ebgllicidn y se filtra la disolucidén al-
coholica. Se evapora el alcoliol y el resfduo se tritura con una
mezcla de etanol seco—éter seco (1:1) y se filtra. El1 rendimiento

de 3-amino-1,2,4-triazol bruto es 5,54g(99%). El crudo se purifi-
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ca disolviéndolo en etanol absoluto a ebullicién, tratdndolo con
1g de carbdédn activo y filtrdndolo. Al filtrado se afiade éter seco
y se deja cristalizar en la nevera durante %48 horas, Se filtra el

s6lido. Rendimiento 3,1g(55,7%) p.f. =1559C (p.f.y ;1o ~1539¢)122

1.21- 3-nitro-1,2,4-triazol

Se disuelven 5g de 3-amino-1,2,4-triazol en
30,12 ml de 4cido nftrico acuoso (1:3,v/v) y se diazotan con una
disolucidn de 4,156g de NOQNa en 7,52 ml de agua, manteniendo 1la
_temperatura de la reacciédn por debajo de los T72C. La disolucidn
anterior se echa gota a gota sobre una disoluciédn de S,jlg de --
N02Na en 18 ml de agua, manteniendo la temperatura alrededor de
los 52C. 3e deja la reaccidédn en un bafio de hielo durante 30 minu
tos. Se afiaden, a continuacién 7,52 ml de 4cido acético glacial
'y la reaccidén se calienta hasta los 502C, se filtra y se deja el
filtrado en el congelador durante 24 horas, precipitando de este
modo un sélido amarillo pdlido. Se recristaliza de .agua a ebulli
cién. Rendimiento 4,86g(71,7%) p.f.=206-210°C (p.f. ;.. = 215-
2160¢) 123
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2.1- Azida de 2,3,5-tri-O-acetil-3-D-Ribofuranosilo(31)

Una disolucién de 1;2,5,5—trtra—0~acetil—ﬁ—D
-ribofuranosa (3,18g,0,01 moles) en diclorometano seco(90ml), se
trata con azida de trimetilsililo(1,5 ml) y tetracloruro de esta
‘ﬁo(l mi), ¥ la reaccién se mantiene a temperatura ambiente duran
te 3h 30 minutos.Pasado este tiempo se lava con agua(2x50 ml), se
recoge la fase orgdnica ¥y se lava una vez con 40 ml de disolucién
saturada de bicarbonato sédico(hasta neutralizacidn) y después -
con agua (40 ml). Se seca la fase orgdnica sobre cloruro cglcico
se filtra y el filtrado se evapora a sequedad a presién reducida,
para dar un sirupe que se purifica en cromatografia de capa fina
preparativa, utilizando como eluyente la mezcla acetato de etilo
-éter de petrdleo(l:3). Al extraer con acetato de etilo la banda
mas intensa visible al UV, se obtienen 2,8g(93%) de un sirupe a-

marillo p4lido que se identifica como 31.[«}, ~116,7 .(C§ 1 CHC1;)

Andlisis (%)
Calculado para CllH15NjO7""'“: c,43,85; H,5,01; N,13,94
Halladosseeeseeooeraennssoaaaeat C,43,73; H,5,08; N,13,7h

2,2~Azida de 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-«-D-ribofuranosilo

(29) )

a/ Cloruro de 2,3-0—isopropiliden~5-0-tritil—P-D—ribofurg

nosilol§6

Una mezzla de 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil
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~D-ribofuranosa(4,32g, 0,01 noles), trifenilfosfina (3,26g, 0,012
moles), tetracloruro de carbono (5 ml) y acetonitrilo (25 ml) se
agita a temperatura ambiente durante 24 horas. Se evapora a seque
dad ¥ el resfduo se extrae con la mezcla éter-éter de petréleo
(1:1) (5x30 ml). Los extractos se mezclan ¥y se filtran répidamente
a través de gel de sflice de columna (2Gg) para eliminar trazas

de déxido de trifenilfosfina. La gel de siliée se lava con la mez-
cla &ter-éter de petrédleo (1:2)., Los extractos anteriores y los de
lavado se unen y se concentran a sequedad a presién reducida, que
dando un sirupe que se identifica como cloruro de 2,3-C-iscpropi
1iden-5;0~tritil-P—D-ribofuranosilo. Dicho jarabe no se aisla y
sin purificacién previa se emplea en la siguiente etapa de reac-~

cién,

b/ Azida de 2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-o{-D-ribofurs

nosilo

A una disolucidén del sirupe anterior en_acetg
nitrilo(40 ml) se afiade azida sédica(l,3g,0,02 moles) ¥y la mezcla
se calienta a reflujo, protegida de la humedad co) tubo de cloru-
ro c4lcico, durante tres dfas. Se filtra y se corcentra a vacfo,
quedando un sirupe que se purifica médiante cromatografia de capa
fina preparativa, utilizando como eluyente la mezcla acetato de e
tilo-hexano(1:2). Se obtienen(2,28g, 50%) de un sélido amorfo que

se identifica cemo 29.{wl, +8° (C 1,CHC1;), J .. 2135cm-1(Nj)

Andlisis (%)
Calculado para C27H27N304........: C,70,873 H,5,94; N,2,18
Halladoe.eseoeeeeoncecsscenesansat C,71,11; H,5,75; N,9,09
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3.- SINTESIS DE NUCLEOSILOS LE_1,2,3-TRIAZOL

Preocedimiento general d= obtencién de nucledsidos por cicloa

dicidn dipolar-1,3 de acetilenos a azidas de glicosilo

En un matraz de= 100 ml provisto de agitacidn
magnétiza, se suspenden o disuelven de 0,028 moles a 0,01 moles
de azida de glicosilo en 10-30 ml de tolueno anhidro. A continug
cién se agregan 0,0028-C,097 moles del compuesto acetilénico co-
rrespordiente, ¥ la mezcla de reaccién se mantiene a reflujo, nor
malmente de-3 a 17 horas, en ausencia de humedad. Seguidamente se
concentra a vacfo en el rotavapor y el resfduo se recristaliza o

se cromatograffa en placas preparativas utilizando el eluyente a

decuado.

3.1- 4 y 5-hidroximetil-1(2,3,5-tri-0-acetil-B~D-ribofurano

si1)-1,2,3-triazol. (36 y 37)

Se disuelve azida 31(3,01g,0,01 moles) en to-
lueno anhidro(20 ml), se afiade seguidamente alcohol propargflico
(2,4 ml, 0,04 moles) y la mezcla de reaccién se calienta a reflujo
protegida de 1la humedad, durante 17 horas. Se coricentra a sequedad
a presién reducida, para dar un cirupe amarillo que se cromatogrg
ffa en capa fina preparativa, con la mezcla acetato de etile-hexa
no(2:1). Al carbonizar una de las placas, de la forma mencionada
anteriormente, se visualizan dcs bandas parcialmente superpuestas.
De la banda mas alejada del origen se obtienen, al extraer con ace
tatc de etilo, 1,2g(34%) de un sirupe amarillo p4lido que crista-

liza al cabo de 15 dfas a 0°C y que se recristaliza de acetato de
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etilo-éter de petréleo, para dar 0,9¢(25%) de un sélido blanco

que se identifica como 37 , p.f. = 65-669C

Andlisis (%) . :
Calculado para C1MH19N308""": C,4¥7,05; H,5,35; N,11,76
Hallado.eeessoeooeonssesoasaaset C, 07,045 H,5,313 N,11,71

De la banda mas cercana al origen se ohtiene
un sirupe gque se purifica de nuevo por cromatograffa de cape fina
preparativa con acetato de etilo. D@ la banda mayoritaria se aiE
lan 1,98¢(55%) de un sirupe cromatogrdficamente hamogéneo, que se

identifica por su espectro de RMN como una mezcla de los dos isg

meros 36 y ZZ.

Andlisis (%)
Calculado para CyuH) N Og.een...t c,47,05; H,5,35; N,11,76
Hallado....................;.;..: 0,47,20; H,S)}S; Nsllrsu

3.2~ A-y 5—hidroximetil—1(2,3-0-1sopropiliden7@-0—ribofura

nosil)-1,2,3-triazol. (41 y 143)

Se trata una mezcla de 36 y 37(0,5g,0,0014 mo
les) con una disolucidn metandlica de amoniaco (20 ml) y la reac-
cién. se mantiene a temperatura ambiente durante 20 horas. Se eva-
pora el disolvente a presfén reducida, para dar 0,49g de un siru-
pe amariilo mezcla de 4- y S—hidroximetil-l(p—D-ribofuranosil)—l,
2,3-triazol (40 y 42), que sin purificacién posterior, sc disuel-
ve en 7 ml de acetona annhidra y seguidamente se trata con ortofoz
miato de etilo(0,33 ml, 0,002 moles) ¥y con una disclucién 1M de

deido clorhfdrico en &ter seco(C,18 ml). La mezcla de reacciédn se
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agita a temperatura ambiente, protegida d= la humedad durante 21
horas. A continuacién se neutraliza con hidréxido aménico concen
trado y se evapora el disolvente. El resfduo sz disuslve en la ~
minima cantidad de agua y se extrae varias veces ccn acetato d=
etilo, 1a fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico. se filtra y
evapora el disolvente a presién reducida,’ obteniéndose 0,33g de
un sirups que se distribuye en placas de cromatograffa de capa -~
fina preparativa que se dssarrollan con acetato de etilce. A la -
luz UV se visualizan dos bandas, De la mas alejada del origen se
obtienen 0,14g de un sirupe amarillo que se purifica mediante o-
tra cromatograffa en las mismas condiciones, para dar 0,115g{(31%)

de un cirupe incolorc que se identifica como 43

Andlisis (%)
Calculado para 011H17N305........: c,43,70; H,6,31; N,15,49
HalladOee.eveacvooasocvsnses-easst C,U8,373 H,6,32; N,15,21

La banda mas cercana al crigen se extrae y el jarabe obtenido se
vuelve a cramatografliar para dar C,004g(25%) de un sirupe incolo

ro que se identifica como 41

Anglisis (%) ,
Calculado para CllH17N305""""': C,45,70; H,6,31; N,15,u9
Hallado.ueveorveronaroaononnsreannst C,48,35; H,6,01; N,15,70

3.3- 1(2,3,5-tri-N-acetil-B-D-ribofuranocsil)i- 7 S-clorome-

til-1,2,3-triazol. (46 y 47)

Una mezcla de la azida 31(3,01z, 0,01 moles)

cloruro de propargilo(4,9 ml, 0,06 moles) ¥ tolueno anhidro(20ml)
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se calienta a reflujo durante 13 horas. Seguidamente la disolucién
se concentra hasts obtener un sirupe de color caramelo, que se -
purifica por cromategraflfa de capa fina preparativa con la mezcla
acetato de etilo-éter de petréleo (1:1). Al carbonizar una de las
placas de la Torma mencionada anteriornente aparecen dos handas.
De la mas alejada del origen se obtienen 1,5z de un sirupe amari
1lo p4dlido quz se cromatogzraffa de nuevo en las mismas condicio-
nes para dar 0,97z(24%) de2 un sirupe incoloro que s= identifica

como 46

Andlisis (%)
Calculado para CluH1801N307......:0,44,75; 4,82; C1,9,%2; N,11,18
h,9

H,
Hallado.sesseooesrsanrseosssasasas tC,00H,655 H, h- ©1,9,62; W,10,85

3e repite la operacién con la banda mas cercana al origen, obte-
niéndose 1,64g(43,2%) de un sirupe incoloro que se identifica por
su espectro de RMN como la mezcla de los dos isdmeros clorometf-

licos 46 v 47

Anflisis (%)
Calculado para Cth1801Njo7"": C,44,75: H,4,79; C1,9,42; N,11,18
Hallado 6 s 000 reass0ess s s o C,’-I’#,Sl; H,h,93,’ 0119:62; lelﬁoa

3.4 1(2,3,5-tri-o-aceti1-g-D-ribofuranosil)4-bromcmet11-1,

2,3-triazol. (49)

Una mezcla de la azida 31(3,01g, 9,01 mol),
bromurc ds propargilo(3,0 ml, 0,04 moles) ¥y tolasno anhidro(20ml)
se calienta a 100-1109C durante 6 horas. Se evapora a sequedad ¥y

el resfduo se distribuye en 12 placas de cromatogratfa de capa



158

fina preparativa que se desarrcllan con la mezcla acetato de eti
lo-éter de petrdleo(l:l). Al extraer el producto con acetato de
etilo se obtienen 1,3gz(43%) de un sirupe que se identifica como
52, ¥ gque se ennegrece con el tiempo. Rf= 0,47 (acetato de etilo-

dter de petréleo(l:1l)).

Masas. n/e 4e2(Mt+1, 0,5%),420(M%+1, ©,5%),342(2),346(2),340(0,5)
312(3),306(4),304(4),230(10),260(10),259(60),198(1C),164(8),162(3)
157(30),156(35),139(100),115(30),114(40),97(100).

3.5~ 1(2,3,5-tri-0O-acetil-B-D-ribofuranosil)h,5-bis(clorome

ti1)-1,2,3-triazol. (50)

Una mezcla de la azida 31(3,01g, 0,01 mol),
1,4%-diclorobutino(1,95 ml, 0,02 moles) y tolueno anhidro (20 ml)
se calienta a 100-1109C durante 16 horas. se concentra a sequedad
a presién reducida, y el resfduo se distribuye en 12 placas de -~
cromatcgraffe de capa fina przparativa que se desarrollan con la
mezcla ecetato de etilo-&ter de petrdleo(2:1). De la banda mas -
préxima al origen y mayoritaria se aislan 1,€7g(39%) de un sélido
blanco que se recristaliza de acetato de etilo-dter de petréleo y

que se identifica como 20. p.f.= 79-802C

Andlisis (%)
Calculado fpara C15H19C12N307"":0’42’48; H,4,51; C1,16,67; N,9,91
Hallado.........................:0,41,98; H,!l:23; 01;16;36; ]‘119:92

Z.5- 1(2,3,5-tri-o-aceti1—p—D-ribofuranos11)-4,5-bis(hidroxi

metil)-1,2,3-triazol. (51)
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Una mezcla de la azida 21(},013, ¢,01 mol), 1,%-dihidroxibutino-2
(1,1g, 0,012 moles) y tolueno znhidro(7ml), se calienta a 100-11909
C durante 12 horas. Se evapora a sequedad y el resfduo se purifica
por cromatogralffa de capa fina preparativa con acetato de etilo.-
Al carbonizar una de las placas, se observan dos bandas. De la -
mas alejada del origen se obtienen 0,6g de 1,4-dihidroxibutino-2
sin reaccionar. Dz la banda mas cercana 2l origen se obtiene un
sirupe amarillo p4lido que se cromatograffa de nuevo en las mis-
mas condiciones para dar 0,9g(23%) de un jarabe amarillo pdlido

que se identifica como 51

Anélisis (%)
Calculado para Cl5H21N309....: Cc,46,503 H,5,46; N,10,84
Hallado.. .esserasnconsanneasst C,46,23; H,5,64;5 N,10,88

3.6- 1(2,3,5-tri-0-acetil-B-D-ribofuranosil)-4-iodometil-1,

2,3-triazol, (53)

a/ Se disuelve una mezcla(2:1) de 46 y 47(0,37g, 0.0lmol)
en acetona anhidra(6 ml) v seguldamente,se c¢alientz a reflujo unos
minutos, separando por filtracién el precipitado blanco(NaCl). El
filtradc se evapeora a sequedad obteniéndeose un sirupe que se di-
suelve en acetate de etilo y se trata con una -disolucién acuosa de
tiosulfato sdédlco, hasta que se decolora la fase orgdnica, se lava
después con agua dos veces ¥ se seca sobre sulfatc sédico. Se fil
tra y evapora el disolvenkte, y =1 jarate amarillo resultante se -
purifica por cromatograffa de capa fina preparativa con la mezcla
acgetato de etilo-hexano(2:1). De la banda mayoritaria se aislan

0,28g(60%) de un sirupe amarillo que se identifica como 53(El pro
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ducto =3 inestapblz y se descompone rapidamente). Rf= 0,30(aceta-

te de etilo-hexano(2:1)).

Masas. m/e 468(M'+1, 0,1%),394(0,3),352(0,7),3%0(0,4),327(0,4),
312(0,2),292(0,5),250(5),259 (40),254(5) ,223(5),221(12),210(1),
209(1,5),203(15),198(6),189(18),137(18),170(15),161{5) ,157.(5C>
156(65),143(100),139(85),115(100),114(50).

b/ Se disuelve 49(0,1g,0,00024moles) en acstona anhidra
(6m1.), se afiade ioduro sédico(0,054z, 0,00035 moles) y la mezcla
se calienta a refllujo unos minutos, separando por filtracidén el
precipitado blanco(NaCl). El filtradn se evapora a presién reduci
da y el resfduc obtenido se disuelve en acetato de etilo y se tra
ta con disolucidén de Hiosulfabto sédico, hasta que se decolora la
fase orgénica, que se lava con agua dos veces y finalmente se seca
sobre sulfato sdédico. Se evapora =1 disolvente, obteniéndose, -~
0,089g{81%) de un zirupe idéntico en todos los aspectos a 53, ob-

tenido en el apartado anterior.

3,7- U4~ vy 5-clorometil-1(2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-o-D-

ribofuranosil)-1,2,3-triazol, (44 y 145)

Una mezcla de la azida 29(4,57g, 0,01 mol),clo
ruro de propargilo(4,91lg, 0,066 moles) y tolueno(7 ml) se calienta
a reflujo durante dos dfas, protegida de la humedad con tubo de
cloruro cdlcico. Se evapora a seqﬁedad a vaclo y el residuo s2 pu
rifica por cromatograffa dz capa [ina preparativa con la nezela,
acetato de etilo-hexano(l:l). A la luz UV se visualizaron tres bai
das, que se extraen separadamente ccn acetato de etilo, De la banda

mas alejada del origen se¢ aislaron €,59g de un sirupe que se id=n
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tificé come alcohol trifenilmetfliico. De la segunda banda se ob-

tienen 3,5g de un sélidc que precipita de acetato de etilo-hexano
para dar 2,115g(34%) de un sélido amorfo que retiene una molécula
de acetato de etilé, a pesar de secarlo a vacfo(0,1 mm Hg), ¥y que

se identifica como M4.[«}, -209(G1,CHC1;)

Anflisis (%)
Calculado para C Cleoq.CuHBOz..:C,GS,SS; H,6,17; C1,5,73;
N,6,77
HalladO.esesosesoscascnvassssensensns tC,66,203 Hy6,20; C1,6,13;
N,7,03

¥l producto aislado de 1la tanda was cercana al origen seo recrista

50H30

1iza de acetato d= etilo-hexano, para dar 0,253g(5%) de un sélldo
que funde a 77-802C, cristaliza de nuevo a 100-1109C, y funde nue
vamente a 1%9-1412C y que se identifica como EQ'D*JD -189(Q1,CH013)

Andlisis (%)

Calculado para C C1N Ou.,..:C,67,73; H,5,67; C1,6,66; N,7,90

30130515
Hallado........................=C,.67,u8; H;5;27; C1;6;9h'; N17;70

3.8- JM-bromometil-1(2,3-0-1isopropiliden-5-0-tritil-«-D-ribo

furanosil)-1,2,3-triazol. (48)

Una mezcla de la azida 29(2,36g, 0,0052 mocles)
bromuro de propargilo(1,95 ml, 0,026 moles) ¥y tolueno anhidro(15ml)
se calienta a reflujo dvrante 15 horas,protegido de la humedad
con tubo de cleruro cdlcico.Se evapora el disolvente a presién
reducida y el resfduo,se purifica en 14 placas de cromatograffa
de capa fina preparativa, que s2 desarrollan ccon la mezcla acetg

to de etilo-hexano{1l:4). A la luz UV se visualizan cuatro bandas
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de las cuales se carbonizan, la mas cercana y la mas alejada del
origen. Estas dos bandas son las que se alislan. De la banda mas
rdpida se aislan 0,25g de la azida de partida gg. Dz ia banda mas
ienta se cbtiere una espuma blanca, que se cromatograffa de nue-
vo en las mismas condicicres, para dar 1,01g(35%) de una espuma
bianca gue sz identifica como ﬁg vV que 3¢ aisla en forma de brqg

hidrato.

Andlisis (%)

Calculado para CjonoBrN}OA‘HBr"'30’54’79; H,4,72; Br,24,35;
N,6,39

HallaGOuisessoesonerenasonassanessiC,55.12; H,4,79; Br,25,15;
N,6,73

3.9- A-iodometil-1(2,3-0-isopropiliden-5-0-tritil-n-D-ribofu

ranosil)-1,2,3-triazol. (52)

Una mezcla de 44(2,12g,0,004 moles), aceton
anhidra(15 ml), ioduro sédico(0,899g, 0,006 moles), se cglienta a
reflujo 5 minutos. Aparece un precipitado blanco(NaCl) que se se-
para por filtracidn y el filtrado,se evapora =z sequedad a presidén
reducida, El resfduo sz disuelve en acetato de etilo y se trata
con una disolucidn acuosa de tiosulfato sédico, hasta que s2 de-
colora la fase orgdnica. Se lava la fane orgdnica con agua (dos
vecgs) ¥ se seca soore sulfato sédico. Se svapora el disolvente
orgdnico a presidén reducida, para dar 1,985 de un sirupe, que se
rurifica en 7 placas de cromatograffz de capa fina preparativa,
con la mezela acetato de etilo-haxano(l:4). A la luz UV se visug

lizan dos bandas, de las cuales solo se carboniza, la mas alejada
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del origen. De dicha banda se aislan 1,37g(55%) de una espuma -

que se identifica como ég

Andlisis (%)

Calculado para C}OH30IN304""=C’57’79; H,4,85; 1,20,34; N,6,7h

Hallado..eeseesesaneneeeeroarstC,58,105 H, 2,72 1,20,65; N,6,40
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h, - SINTESIS DE NUCLEOSIDOS ALQUILANTES DE 1,2,4-TRIAZOL

4,1- 1(2,3,5-tri-0O-acetil-B-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol

(73)

Una mezcla de 1,2,3,5-tetra-0-acetil-f-D-ribo
fursncsae (10,12g, 0,03 moles), 1,2,4-triazol(5,6g, 0,08mcles) y
4cido p-toluensulfdénico {una punta de espdtula), se calienta a -
vacfo (15 mm Hg) a 160°2C durante 45 minutos. Una vez frfa la masa
de‘reaccidn, se disuelve en etanol absoluto a ebullicién, se tra-
ta con carbdén activo,;se filtra y se deja cristalizar, obteni¢ndo
se 8,42(81%) de un sélido que se identifica como 73. p.f.= 110-
111¢ecC

An#lisis (%)

Calculado para 013H17N307....: C,47,70; H,5,23; N,12,83

Hallad0e.ieserienenanesanasea? C 87,453 H,5,42; N,13,20

4.2~ 1(@-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol, (77)

Se trata Zz(lg, 0,003moles) con una disolucidn
saturada a 02C de amoniaco en metanol{(60 ml) y =e deja a tempera-
tura ambiente durante L8 horas. Pasado este tiempo se evapora el
disolvente, a presién reducida, quedando un sirupe amarillo que
cristaliza de acetato de etilo(1C ml). Se chtienen de esta manera
0,54g(88%) de un s561lido blancc que se identifica como 77. p.fe=

144-145¢0C, (p. £ = 143-145¢c)107

*bibl.
RN, (DMSO)  8,93(s,1,H-5), 8,19(s,1,H-3), 5,91(d,1,H-1] Jy ., =
4 Hz), [4,50-3,95] (m,3,H-2] H-37 H-4°),[3,84-3,53] (m,2,1-57),5,54,
5,22,4,92(a,4,t,3, OH)
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4.3~ 1(2,3,5-tri-0-acetil-B-D-ribofuranosil)-5-hidroximetil-

1,2,4-triazol. (78)

Una mezcla de 73(5g, 0,015 moles), dioxano
(10 m1) y formaldehfdo acuoso del 35-40%(15 ml) se‘calienta en tu
bo cerrade a 1052C durante 16 horas. Seguldamente se evapora el
disolvente, quedando un sirupe oscuro, que se purifica por cro@i
tograffa de columa de gel de sflice 60(Merck), utilizando como
eluyente acetato de etile. Asi se obtienen 1,17g(22%) de un siru

pe incoloro, cromatogrdficamente homogéneo, que se identifica co

mo 78.

Andlisis (%)
Calculado para Cth19N3°8""" c,¥7,05; H,5,35; N,11,76
Hallado,.eveeesneeersaseoseavss? C, 46,79; H,5,78; N,11,35

4 ouo 1(2,3,5-tri-0O-acetil-p-D-ribofuranocsil)-5-bromometil-1,

2,4-triazol. (82)

Una mezcla de 78(2,17g, 0,0066 moles), 1,2-
dimetoxietano anhidro(50 ml) y fosfito de trifenilo (3 ml, 0,00%9
moles) se agita a 0°C, protegida de la humedad, durante media hora.
Seguidamente, se afiade bromo(0,49 ml, 0,0099 moles) y la mezcla de
reaccidn se deja a temperatura ambiente durante 1 hora. Se evapo-~
ra el disclvente a presién reducida, para dar un jarabe oscuro gue
se purifica en 10 placas de cromatograffa de capa fina preparativa
con la mezcla acetato de etilo-hexano(}:l). A la luz UV se visua-
lizan varias bandas de las gue solo se carboniza, la de recorrido
intermedio. De esta banda se obtienen 0,60g(24%) de un sirupe in

coloro que se identifica como 82, que resulta ser inestable.
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RMN. (CDC13) 7.93(s,1,H-3), 6,10(d,1,H-17 Jyrps =3 Hz),[5,93-5,6]
(m,2,E-2; H-37), [4,53-4,13(r,2,5-47 B-57), %,58(s,1,CH,PBr),2,15,

2,13,2,03(3s,9,0Ac)

b5~ 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)-1,2,4-tri

azol. (74)

a/ Mé&todo (CN)EHg/CHjNOE

A una mezcla de bromuro de 2,3,4,6-tetra~0O~
acetil-o-D-glucopiranosilo(25g, 0,061 moles), cianuroc mercdrico
(16,ég, 0,063 moles) y tamiz molecular de 4 A(lg), se le afade
un disolucidn de 1,2,4-triazol(9g, 0,132 moles) en nitrometano
anhidro(652 ml). La mezcla resultante ge calienta a reflujo, en
ausencia de humedad, durante 2 horas 30 minutos. Seguidamente se
filtra en caliente y se lava con nitrometano caliente. El filtrado
se evapora a sequedad en el rotavapor y el resfduo obtenide se -~
trata con cloroformo, separando por filtracién el precipitadc de
-sales inorgdnicas. El extracto clerofdédrmico se lava con una diso
lucidén acuosa de IK el 30%, después con agua dos veces(2x50 ml) y
finalmente se seca sobre sulfato sédico. Las aguas de lavado se
extraen una vez con 50 ml de cloroformo que se une a la fase or=-
gédnica anterior. Al evaporar el disclvente se obtienen 23g de un
s8lido blanco que se recristaliza de acetato de etilo-hexano, rin
diendo 19,7g(81%) de un sélido que cristaliza en agujas finas y que

se identifica como 74, p.f.= 145-1460C

Calculado para 016H21N300""'3 c,48,11; 1,5,3%0; N,10,52

Hellado,.eeeeeveeooservenaseest C,48,30; H,5,47; N,10,71
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b/ Método de fusién

Una mezcla de 1,2,4-triazol(1,38g, 0,02 moles)
¥ 1,2,3,h,6—penta—0—acetil-p—D—glucopiranosa(3,9@, 0,01 molgs) se
calienta a vacfo (15 mm Hg) a 1602C hasta que funden sus componen
tes. Se afiade a continuacidén 4ecido p-toluensulfénico(0,2g) y se
calienta a vacfo (15 mm Hg) durante 40 minutos a 1609C. Una vez
irfa, la masa de reaccién se disuelve en metanol y se pasa a trg
vés de una columna de gel de sflice, utilizando como eluyente la
mezcla acetato de etilo-metancl(3:1). De la fraccién mas rdpida
se obtienen, despuds de evaporar el disolvente, 0,5g de 1,2,3,4,6
-penta-O-acetil—ﬁ-D-glucopiranosa. De una fraccidén mas lenta se
aislan 1,2g de un sélido que se recristaliza de acetato de etilo-
hexano para dar 0,90g(23%) de un sélido idéntico a T4 obtenido vor
el método-a. p.f.= 144-146°C

c/Método de sililacién

En un matraz de 100 ml provisto de agitacién
magnética y protegido de 1la humedad con tubo de cloruro cé4lecico,
se agita a temperatura ambiente durante 7 dfas, una mezcla de 1,2,
h-triazol(1,5g, 0,021 moles), 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-B-D-gluco-
piranosa(8,hg, 0,021 moles), acetonitrilo seco (110 mi1), CluSn(
3,018 ml, 0,026 moles), trimetilclorosilano(2,16 ml, C,017 moles)
y hexametildisilazano(j,S? ml, 0,017 moles). Se afiade diclorometg
no seco (50 ml) y se lava con una disolucién saturada de COBHNA ¥y
NaCl hasta que la fase acuosa tiene pH alcalino, Se seca la fase
orgénica sobre sulfato sédico., Se evapora el disc’vente a presién

reducida, obteniéndose un sirupe amarillo, muy impuro,el cual se
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disuelve en metanol ¥y se purifica por crcmatograffa de columna de
gel de sflice, utilizando como eluyente la mezcla acetato de eti
lo-hexano(5:1). De la fraccidn mas lenta se aislan 1,9g(22%) de
un sélido idéntico a Z&, obtenido por los procedimientos a y b.-

p.f.= 143-145C

4,6~ 1(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-5-hidroxi

metil-1,2,4-triazol. (79)

Una disolucién de 74(39,64z, 0,049 moles) en
diokano (50ml) y formaldehfdo acuosc del 35-40%(133 ml) se calien
ta en tubo cerrado a 1152C durante 1C horas. Una vez frfa, la mez
cle de reaccidn se evapora a sequedad y el residuo se suspende en
acetato de etilo(25ml). Esta suspensién se filtra a través de gel
de sflice de columna (20g), se lava la gel con acetato de etilo
(50 ml) ¥y el filtrado se evapora a sequedad, para dar un sirupe
oscuro gue se purifica por cromatograffa de cclumna de gel de sf

.1ice 60 Merck, utilizando como eluyente acetato de etilo, De la
fraccién mas ridpida se aislan 5,7g de un sirupe incoloro gu2 se
identifica como 2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopirancsa. De la
inmediatamente posterior se extraen, 4,23g del nuclebsido de par-
tida 74 sin reaccionar. De la siguiente se recogen 12,88g(61%) de
un sirupe incolero cromatogrdficamente hbmogéneo, gue se identiﬂi
ca como 79. Dicho sirupe, que cristalizé espontdneamente al cabo
de un afio, se recristaliza de aéetato de etilo-&ter de petrdéleo,

para dar un s&8lido blanco en fcrma de agujas. p.f.= 136°C

Andlisis (%)

Calculado para Cl7H23N3010.....: c,47,55; H,5,39; N,9,78
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Fallado..eeveeeeveseneasat C,47,22; H,5,73; N,9,42

4,7- 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)-5-clorome

til-1,2,4-triazol. (81)

Se disuelve 79(0,85g, 0,0021 moles) en aceto
nitrilo anhidro(27 ml) y se afiaden, a continuacién, tetrﬁcloruro
de carbono (20 ml) y trifenilfosfina(l,068g, 0,0039 mcles). La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante media hora. Se e-
vapora el disolvente a sequedad obtenifndose, de este modo, un si
rupe rojizo que se trata con éter anhidro(50 ml) precipitando un
sélido blanco(éxido de trifenilfosfina) que se elimina por filtra
cién. El riltrado se evapora y el resfduo sz disuszlve en acetato
de etilo y se distribuye en % placas de cromatograffa de capa fina
preparativa, que se desarrollan dos veces consecutivas con cloro
formo., A 1a luz UV se visualizan dos bandas, de las cuales solo
se carboniza, la de menor recorrido. Se extrae esta banda con ace
tato de etilo para dar 0,69g(78,5%) de un sélido que se recrista
liza de acetatc de etilo-hexano y gque se identifica como 81,

p.f.=156-1579C

Andlisis (%)
Calculado para Cy H, CINsOq....:C,4%,60; H,4,95: €1,7,89; N,9,38
HA)18A0. . eeuesesncaonnaseanssnnssiC,45,99; H,4,95; C1,7,86; N,9,67

4.8- 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-3-D-glucopiranosil)-5-bromome

til-1,2,4~triazol. (83)

A una disolucién de 79(2g, 0,0046 moles) en 1,2-

dimetoxietano(30 ml) se ahade trifenilfosfito (2,15g, 0,0069 moles)
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La mezcla se mantiene, con agitacién y protegida de la humedad, a
09C durante media hora. Se afiade después bromo(0,96g, 0,006 moles)
¥y se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. La disolucidn
se concentra a vacfo y el resfduo se disuelve en la minima canti
dad de cloreformo y se distribuye en placas de cromatograffa de
capa fina preparativa, que se desarrollan con la mezcla acetafo
de etilo-cloroformo(1:1). A la luz UV se observan tres bandas, de
las cuales solo se carbonizan las dos mas préximas 2l origen, que
se extraen con acetato de etilo. De la banda mas préxima al ori-
ger. se aislan 0,2g del nucledsido de partida sin reaccionar, De
la banda de mayor movilidad se aislan 1,2g(52%) de un sélido que
se recristaliza de acetato de etilo-~hexano y que se identifica co

mo 83. p.f.= 137-1389C

Andlisis (%)
Calculado para Cl7H22BrN309.....: C,41,46; H,4,50; Pr,16,24;N,8,53
HallaG0eeeeoevasosesansaceenseest Cy,41,42; H,4,49; Br,16,08;N,8,91

4,9~ 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)-5-iodometil

-1,2,4-triazol. (84)

Se disuelve'§l(150,8mg, 0,337 mmcles) en ace-
tona seca(s ml) y se afiade a continuacidén ioduro sédico(75,7mg,
0,505 mmoles)., La mezcla sz calienta a reflujo durante 5 minutos,
apareciendo un precipitado blanco(NaCl) gque se separa por filtra-
cidniE1l filtradc se evapora a s=quedad, ¥ el resfduo se disuelve
en acetato de etilo y se trata con una disolucién saturada de tio
sulfato sédico, hasta que se decolora la fase orgdnica. Seguidamen

te se lava dicha fase crgdnica dos veces con agua y se seca sobre
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sulfato sédico. Se evapora el disolvente, para dar 151,8mg(83%)
de un sélido amarillo p4lido que se recristaliza de acetato de

etilo-hexano y que se identifica como §E. p.f.=136-1379C

Anflisic (%)
Calculado para Cl7H221N309.....:C,37,86; H,4,113 1,23%,52; M,7.79

HAlladO. cesssesnvessesesseesesstC,38,275 H,3,99; I,23,27; N,7,82

4,10~ 1(2,},4,6—tetra—O—acetil-ﬁ-D—glucopiranos11)-5-[bis(?

~cloroetil)aminometil]-1,2,4-triazol. (35)

Una disolucién de 83(0,56g, 0,0011 moles), en
acetona seca(l10 ml) s= trata con bis(2-cleroetil)amina(0,5g, 0,0036
molcs),recientemente liberada de su hidrocleruro, y la mezcla se
agita a temperatura ambiente durante 48 horas. Pasado este tiem-
po Se evapora el disolvente y el resfduo siruposo se distribuye
en 4 placas de cromatograffa de capa fina preparativa, que se de
sarrollan con cloroformo. A la luz UV se visualizan dos bandas de
las cuales solo se carboniza la mas préxima al origen, de la que
se aislan 0,67g(97%) de un sirupe incoloro. Este jarabe,se trata
con acetato de etilo, precipitando 0,28g(40%) de n sélido que se

identifica como 85, en forma de hidrocloruro, p.f. = 203-20h0C

An#lisis (%)
Calculado para C..H,.C1 Nuog.HCI...:C,42,77; H,5,30; C1,17,99;

21 307 2
N,9,50
Hallado. eevesoeeseaaseeennaneasneaiC,43,02; H,5,263 C1,17,63;
N,9,53

El filtrado se evapora a sequedad obteniéndose un sirupe que se
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rurifica otra vez por cromatograffa de cava fina preparativa, con
la mezcla acetato de etilo-hexanc(3:1), para dar 0,34g{54%) de un

sirupe amarillo que se identifica como 85

Andlisis (%)
Calculado para C21H30C12N409....:C,45,59; H,5,46; C1,12,78; N,10,12

Hallado .oeveeveverasasenansnasssC,85,60; H,5,61; C1,12,93; N,9,79

4,11- 1(2,5,4,6-tetra—O—acetil—p—D-glucopiranosil)-5-'Yazipi

din-1-11)metil]-1,2,4-triazol. (86)

A una disolucién de 81(0,6g, 0,0013 moles) en
acetona seca(1l0 ml), se le afiade aziridina(0,1 ml, 0,0019 moles),
vy la mezcla se mantiene a temperatura ambiente, con agitacién -
magnética, durante 72 horas, Se evapora el disolvente quedando un
Sirupe oscuro que se purifica por cromatograffa de capa fina pre-
parativa con la mezcla acetato de etilo-hexano(3:1). Al carbonizar
una de las placas, aparece una Unica banda, no visible al UV, que
se extrae con acetona seca para dar 0,33g(50%) de un sirupe ama-
rillo claro que cristaliza espontdneamente después de una noche

a temperatura ambiente y que se identifica como 86. p.f.=144-1462C

Andlisis (%)
Calculado para C19H26N409 ..... .: C,50,21; H,5,76; N,12,33
Hallado..eeieoeaosnsoeovaoanns .: C,h0,88; H,6,00; N,12,05
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-ACETOXI-1,2, 4-TRIAZOL

5.1- Reaccién de S5-metil-1,2,4-triazolin-3-ona y bromuro de

2,3,4,6-tetra-0-acetil-{~D-glucopiranosilo.

A una mezcla de bromuro de 2,3,4,6-tetra-0-
acetil-p{-D-glucopiranosilo(8,2g, 0,02 moles), cianuro mercidrico
(5,4, 0,044 moles) y tamiz molecular de hﬂ(jg) se afiade una diso
lucién de 5-metil-1,2,4-triazolin-3-ona(2g, 0,02 moles) en nitro
metano anhidro(200 ml) y el conjunto se refluye durante 4 horas.
Pasado este tiempo, la mezcla se filtra en caliente y se lava con
nitrometano caliente(50 ml). E1 filtrado se evapora a sequedad,a
presién reducida, obteniéndose un residuo que se trata con cloro
formo, eliminando por filtracién el resfduo de sales inorgdnicas
insolubles. El extracto cloroférmicc se lava con una disolucién
acuosa al 30% de IK, seguidamente con agua dos veces (2x60 ml) y
finalmente se seca sobre sulfato sédico.Se evapora a sequedad en
el rotavapor obteniéndose un jarabe duro blanco(7,74g) que se pu
rifica por cromatograffa de columna de gel de sflice 60 Merck, u
tilizando como eluyente la mezcla acetato de etilo-hexano(B:l).

De la fraccién mas rdpida se extraen, despues de evaporar el disol
vente, 1,1g(12,7%) de un sirupe incoloro que se identifica como
2,3,h,6-tetra-o-aceti113~D-g1ucopiranosa. De la inmediatamente pos
terior se aislan 1,%0g(16%) de un sirupe, que cristaliza espont4-
neamente al cabo de 6 meses, que se recristaliza de acetato de e
tilo-hexanc y que se identifica como 1,4-di(2,3,4,6-tetra-O-acetil

(-D-glucopiranosil)-3-metil-1,2,4-triazolin-5-ona (94). p.f.=146-
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-14g°cC, UV.>\££2H=216(£,1850).RMN. (oMs0) [5,80-5,30km, 6,H-1;2;

37177 2%7 37, [5,30-4,8G(m, 2,H-47 4°°) |, 40-3,96(m,6,18-5] 5°;
67 6"),2,30(s,3,CH3), 1,36,1,89,1,94,1,98,2,03(5s,24,80Ac)

Andlisis (%)

Calculado para 031H41N3019.....: C,49,01; H,5,40; N,5,27

Hal1ad0. v eeuevnreennnannenannast C,49,195 H,5,65; N,5,73

De la siguiente fraccién se recogen 2,8g(32%) de un sirupe incolo
ro, crométogréficamenie homogéneo,que cristaliza de 1,2-dimetoxi
etano-éter y que se identifica como H(E,j,4,6-tetra-0-acetil—B—D-
glﬁcopiranosil)—j—metil-l,2,4—triazolin-5-ona(22). p.f.= 114-1162C
Andlisis (%)

Calculado para 017H23N3010""'= c,¥7,55; H,5,39; N,9,78
HalladOsesesessueaensesannnassst C, 47,695 H,5,99; N,9,14

De la siguiente fraccién se aislan 1,3g(15%) de un sélido blanco
que se recristaliza de acetato de etilo-hexano y que se identiﬁi
ca como 1(2,3,h,6—tetra—O—acetil-B-D—glucopiranosil)-3-metil—1,2,

4-triazolin-5-ona(92). p.f.= 2459C

Andiisis (%)
Calculado para Cl7H23N3010.....: c,%7,55; H,5,39; N,9,78
Hallad0ueereseoosoenare-aeaeaset C,lU7,64; H,5,40; N,9,94

5.2- 1,4-di(2,3,4,6-tetra-0-acetil-3-D-glucopiranosil)-3-me

til-1,2,%-triazolin-5-ona. (94%) .

a/ A partir de 4(2,3,4,6-tetra~-0-acetil-pD-glucopirano

sil)3-metil-1,2,4-triazolin-5-ona. (93)

Una mezcla de 93(0,7g, 0,0016 moles), bromu-
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ro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-of~-D-glucopiranosito(0,65g, 0,0016
moles), cianuro mercdrico(0,86g, 0,0032 moles), nitrometano anhi
dro(25 ml) y tamiz molecular de Mﬂ(o,Bg) se calienta a reflujo,
durante 1,5 horas. Se filtra en caliente y se lava con nitromet&
no caliente. Al evaporar el filtrado a presidn reducida se obtig
ne un resfduo que se trata con cloroformo y del gue se separa por
filtracién el resfduo de sales inorgdnicas. El extracto clorofér
mico se lava con una disolucién acuosa al 30% de IK. Seguidamente
se lava con agua y se seca sobre sulfato sédico. Se evapora a se
quedad obteniéndose un jarabe duro blanco(1,07g)que se purifica
en cromatograffa de capa fina preparativa con la mezcla acetato
de etilo-hexano(2:1). A la luz UV se visualizan varias bandas, de
las que solo se extrae la mas cercana al origen, que rinde 0,5g

(40,6%) de un sirupe idéntico al producto 94

b/ A partir de 1(2,3,4,6-tetra—0-acetil—ﬁ-D-glucopiranosil

-3-metil-1,2,4~triazolin-5-ona. (92)

Una mezcla de 92(0,7g, 0,0016 moles), bromuro
de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-o-D-glucopiranosilo(2,65g, 0,006 moles)
cianuro mercdrico(0,86g, 0,0032 moles) tamiz molecular de hﬁ(o,sg)
y nitrometano anhidro(25 ml) se calienta a reflujo durante 12 hg
ras, Se fiitra en caliente y se lava con nitrometano caliente.Se
evapora el filtrado a presidn reducida y el residuo obtenido se
trata con cloroformo, separando por filtracién el resfduo de sa-
les inorgdnicas.El extracto cloroférmico se lava con una disolu-

" cidén acuosa de IK al 30%, luego con agua, y a continuacién se se

ca sobre sulfato sédico. Se filtra y el filtrado se evapora a se



176

guedad obteniéndose de este modo 2,20g de un sirupe que resulta
ser una mezcla muy compleja de productos.Dicho jarabe se purifica
en cromatograffa de columna de gel de sflice 60 Merck(100g) que
se eluye con la mezcla acetato de etilo-hexano(3:1). Cuando las
fracciones mas rdpidas han salido de la columma se eluye con la
mezcla acetato de etilo-hexano(6:1). Los productos salen de la -
columna muy mezclados por lo que se purifican por cromatograffa
de cépa fina preparativa. Obtenieridose después de varias cromato
graffas sucesivas 0,0866g(7%) de un sélido idéntico al producto

k.

5.3~ 1(2,3,4,6-tetra—O-acetil—B—D—glucopiranosi1)—5—acetoxi—

3-metil-1,2,4-triazol. (107)

Se disuelve 92(0,25g, 0,00058 moles) en piri
-dina seca(6 ml), se afiade a continuacién anhfdrido acético(5 ml)
¥y la mezcla de reaccién se'mantiene a temperatura ambiente,durgg
te una noche. Se evapora el disolvente a presién reducida, quedan
do un Jjarabe rojizo, que se disuelve en acetato de etilo y se di§
tribuye en 3 placas de cromatograffa de capa fina preparativa que
se desarrollan con la mezcla acetato de etilo-hexano(2:1). A la
luz UV se visualizan dos bandas, de las cuales se aisla solo la
mas alejada del origen y mayoritaria. De se obtienen 0,22g(81%)
de un sélido blanco que cristaliza de acetato de etilo—hexano y

que se identifica como 107 . p.f.= 148-1492°C

Andlisis (%)

Calculado para 019H25N3011.....: Cc,48,40; H,5,34; N,8,91

Hallado.eseeeseocnaensnnnnnns ..: C,48,32; H,5,46; N,8,92
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5.4- 4(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)-5-acetoxi-

3-metil-1,2,4-triazol. (108)

Se disuelve 93(2g, 0,0046 moles) en piridina
seca(30 ml) ¥y la mezcla se mantiene con agitacién a temperatura
ambisnte durante 6 horas. Pasado este tiempo, se evapora a seque
dad 1 sequedad a presidn reducida y el jafabe incoloro resultante
se disuelve en la minima cantidad de acetato de etilo y se distri
buye en 10 placas de cromatograffa de capa fina preparativa, que
se dssarrollan dos veces consecutivas con la mezcla acetato de e
tilo-hexano(2:1). A la luz UV se visualizan tres bLandas de las
que s0lo se extrae la intermedia y mayoritaria, que rinde 1,36g

(62%) de un jarabe duro blanco que se identifica como 108

Anflisis (%)
C§1c11ado para 019H25N3011......: c,s8,40; H,5,34; N,8,01
HAl32d0. st eennereeannnsnennassat C,U8,32; H,5,46; N,8,92

5.5~ ng,j,4,6-tetra—o-aceti113-D—glucopiranosil)-5-acetox1—

3-bromometil-1,2,4,-triazol. (109)

Se disuelve 107(0,21g, 0,0004 moles) en tetra
cloruro de carbono(8ml) se afiade seguidamente N-bromosuccinimida
(O,hlg, 0,0023 moles) y 1la mezcla se somete a la accidén de una lém
para de 200watios durante 45 minutos. Se filtra la mezcla en ca-
liente y el riltrado se evapora a sequedad quedando un sirupe que )
se disuelve en- acetona y se distrihuye en dos placas de cromato-
graffa de capa fina preparativa, que se desarrollan con la mezcla

acetato de etilo-hexano(1:1). A la luz UV se visualizan varias ban

das de las que solo se carboniza, la segunda mas cercana al origen
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de la que se aislan 0,13g(54%) de un sirupe incoloro que se iden
tifica como 109. Después de varias cromatograffas sucesives no se
consiguid obtener una muestra anal:tticamente pura, ya que el pro
ducto se descomponfa. Por ello, su identificacidn se basd en sus

datos espectroscépicos. Rf= 0,45(acetato de etilo-hexano(1:1))

RMN. (DMSO) § 5,86(d,1,H-1 Jy .5, = 9 He), [5,73-5,20m, 3,H-2] 3/47)
4,47 (s,2,CH,Br),2,57(s,3,0Ac-5),1,92,1,93,2,02,2,06(4s,0Ac) .
(cpe1,) [5,73-5,03) (m,4,H-17 2737 4°), [4,23-3,80] (m,3,H-5; 6;67)
4,53(s,2,CHBr), 2,68(s,3,0Ac-5), 1,94,2,02,2,06,2,09(4s,Ac)
Masas., m/e 508(0,3%),506(0,3),450(0,3),448(0,3),436(0,3),134(0,3)
394(0,5),392(0,5),331(93),316(2),314(2),270(10),220(3) ,21£(3), 221
(4),219(4),169(100),139(12),109(97),102(15),101(3).

. 5.6- 4(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosil)-5-acetoxi-

3-hromnometil-1,2,4-triazol y 4(2,3,4,6-tetra-0-acetil-

(S—D-glucopiranosil)-5-acetoxi—3-d ibromometil-1,s,4-tria

zol. (111 y 112)

A una disolucién de 108(0,5g, 0,001 mcles) en
tetracloruro de carbono(17 ml) se afiade NBS(1lg, 0,0056 mol2s). La
mezcla de reaccidén se somete a la accidén de una l4mpara de 200 w
.durante 80 minutos. Se filtra 1a‘ mezcla en caliente y el filtrado
se evapora a sequedad guedando un sirupe que se disuelve ex aceto
na y se distribuye en tres placas de cromatograffa de capa fina
preparatiya que se desarrollan con la mezcla acetato de etilo-he
xano(2:1). A la 1uz UV se visualizan varias bandas, de las que sé
lo se aislan"lasbdos mayoritarias(la segunda y la tercera 1as pré

ximas al origen). De la banda mas alejada del origen se exraen
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0,21g(32%) de un sirupe que se identifica como 112, que resulté
ser inestable y no pudo obtenerse analfticamente puro, por ello,
su identificacidn se basé en sus datos espectroscdpicos. Rf=0,46
(acetato de etilo-hgxano(?:l)).

RMN. (CD013)J6,53(s,1,CHBr2), 5,40(d,1,H-1", J| ,5.= 9Hz), 2,58(s,
3,0Ae), 1,98, 2,03, 2,05 (3s,12,4 OAc)
Masas. m/e631(M*+h, 2,5%), 629(M*+2, 5%), 627(M', 2,5%), 585(5),

587(10), 589(5), 567(2), 569(2), 526(0,5), 528(1), 530(0,5), 506
(1), 508(1), 446(1), 448(1), 209(5), #11(5), 365(1,5), 367(1,5),
362(10), 331(15), 302(5), 296(0,5), 298(1), 300(0,5), 253(35),255
(35), 216(1), 218(1), 190615), 192(15), 169(45), 155(40), 157(40)
143(30), 137(2), 127(35), 115(100), 109(50), 103(48), 95(20)

De la banda de menor recorrido se obtuvieron 0,12g(21%) de un si
rupe que se identificé como 111, que también resulté ser inestablé
¥ que se identificé por sus datos espectroscépicos. Rf= 0,37 (ace-
tato de etilo-hexano(2:1)).

RMN. (CDC15) o 5,306d,1,H-1] J, ., = 9Hz), 4,143(s,2,CH,Br), 2,56(s,3

OAc), 1,96, 2,00, 2,03(3s,12, 4 OAc). |

Masas.m/e 507(2,7), 509(2,7), 463(1), 465(1), 409(3), #11(3), 365

(3), 367(3), 331(28), 326(5), 328(5), 302(6), 304(6), 276(11), 235
(39),218(5,5), 220(5,5), 169(89), 155(67), 139(20), 109(100), 105

(14),95(80)
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6.1- 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-f3-D-glucopiranosil)-3-nitro-1,

2,4-triazol y'1(2,3,4,6—tetra-O-acetil—ﬁ-D—glucopirang

$i1)-5-nitro-1,2,4-triazol. (128 y 127)

Una mezcla de 3-nitro-1,2,4-triazol(3,169g,
0,0278 moles), (CN)2H8(7,022g, 0,0278 moles), tamiz molecular --
(1g) y nitrometano anhidro(300 ml) se calienta a 110°C durante
30 minutos,seguidamente se afiade bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-ace-
til-x-D-glucopiranosilo(1l,4g, 0,0278 moles) y el conjunto se re
fluye durante 4 horas.Pasado este tiempo se filtra en caliente y
se lava con nitrometano caliente. Se evapora a sequedad a presidén
reducida y el resfduo obtenido se trata con cloroformo, separando
por filtracién el precipitado de sales inorgdnicas. El extracto
cloroférmico se lava con una disolucidn acuosa de IK al 30%, segui
damente con agua dos veces (2x50 ml) y finalmente se seca sobre
sulfato sédico.Las aguas de lavado se extraen una vez con 50 ml de
cloroformo que se une a la fase orgdnica anterior. El precipitado
de sales inorgénicas, obtenido al tratar la mezcla de reaccién con
cloroformo, se extrae con 50 ml de una mezcla de acetato de etilo
-cloroformo(E:l), se lava la fase orgdnica con una disolucidn acuo
sa de IK al 30%, seguidémente con agua y finalmente se seca sobre
sulfato sédico. Se filtra, se unen los extractos clorofdérmicos ¥y
los obtenidos al tratar las sales y se concentra a sequedad a pre
sién reducida, para dar 9,8¢ de un sirupe amarillo p4lido que se

purifica por cromatograffa 1fquido-1fquido, empleando como eluyente



181

la mezcla acetato de etilo-hexano(2:3) para dar en una de las
fracciones cromatogrdficamente mas rdpidas 2,46g(20%) de un s61i
do que se recristaliza de acetato de etilo-hexarno y que se identi

fica como 127. p.f.= 128-1299C. IR. 1530 cm™t,1340 em™(N0,)

Andlisis (%)

Calculado para 016H20Nh011";‘: C,43,24; H,4,5%; N,12,60
Hallado..eoeeoasnneeavennrenest C,43,49; H, 4,565 N,12,33

De una fraccién cromatogrédficamente mas lenta se obtienen 6,91g
(56%) de un sélido que se recristaliza de acetato de etilo-hexanoc
¥y Que se identifica como 128. p.f.= 178%c sublima y funde de nuevo

a 188-190°C. IR. 1518 em 1,1310 cm_l(NOE)

Andlisis (%)
Calculado para C16H20N4011....: C,43,24; H,4,53; N,12,60
Hallado.seeerennnnonssanaan..t C,43,23; H,4,52; N,12,28

6.2- 1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucopiranosil)-5-amino-1,

2,4-triazol. (130)

Se disuelve 127(1g, 0,002 moles) en 25 ml de
acetato de etilo, se afiade Pd/C(0,5 g) y la mezcla de reaccidn se
hidrogena a 45 psi y %40°C durante 19 horas. Se filtra el cataliza
dor ¥y se‘evapora el disolvente a sequédad a presién reducidarque—
dando un sirupe que se disuélve en acetona-metanol(10:1) y se dis
tribuye en 5 placas de cromatograffa de capa fina preparativa gue
se desarrollan con acetato de etilo, dos veces consecutivas, A la
luz UV se visualizan dos bandas, aisldndose la mas cercana al oq}

gen ¥y mayoritaria, que rinde 0,70g(75% de un sélido blanco que
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serecristaliza de acetato de etilo-hexano y que se identifica co

mo 130. f.f.=192¢C

Ardlisis (%)
Calculado pars 016H22N1¢O9""’: C,4%,373 H,5,35; N13,52

Hallado.eeeveosaovseeanseseassst C,46,51; H,5,26; N13,48

6.3- 1(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosl)-B-amino-

1,2,4-triazol, (131)

Se disuelve 128(3,1g, 0,007 mols) en aceta-
to de etilo(90 ml), se afiade Pa/C (1,5g) y se hidrazena la mezcla
a 45 psi y 40°C durante 21 horas. Se filtra el cataizador y se
evapora el disolvente, obteniéndose 3,77g de un ja%‘xbe dL}I‘O ama-
rillo que cristaliza de acetato de etilo-hexano paa d‘ar 1,72g
de un sélido blanco que se identifica como 131 . Se concentran las
égua madres ¥ el resfduo se distribuye en 6 placas le cromatogra
ffa de capa fina preparativa gque se desarrollan con icetato de et_i_
lo. A la luz UV se visualizan tres bandas de las cwles se carbo-
niza la mas cercana al origen. De esta banda se ais.an 0,31g.de
- un sélido idéntico a 131 aislade anteriormente. Reniimiento total

2,03g(70%).p.f.= 186-1879C

Andlisis (%)

Calculado para 016H22N409”": C,46,37; H,5,35; N,1;,52
Ha11a8d0.ceuseceraesron-saeeasat C,46,10; H,5,58; N,1:,60

6.4- Reaccién de desaminacidn de 1(2,3,4,6-tetia~-O-acetil-f-

D-glucopiranosil)-3-amino-1,2,4-triazol.
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a/ Se disuelve 131(0,35g, 0,84 mmoles) en 5 ml de una
mezcla de agua-acetona(4:1) y se afiade, a continvacién 4cido hi-
pofcsforoso del 50% (0,3 ml). Seguidamente se afiade, gota a gota
con agitacién magnética, una disolucién de NOeNa (0,18g, 2,6 mmo
les) en H,0 (hml). La mezcla de reaccidn se mantiene a temperatu
ra ambiente durante U4 horas. Se evapora el disolvente quedando un
resfduo sélido que se distribuye en dos placas de cromatograffa
de capa fina preparativa, las cuales se desarrollan con acetato
de etilo. A la luz UV se visualizan varias bandas de las que sélo
se carboniza la tercera mas alejada del origen, que se aisla, y
de la que se extraen 0,115(33%) de un sélido que se recrisﬁaliza
de acetato de etilo-hexano, y que resulta ser idéntico al producto

T4 ya descrito. p.f.= 1458C

b/ Se disuelve lzl(o,j5g,0,84 mmoles) en 5ml de una mez
cla ﬁe D20—acetona(h:1), se afiade una disolucidén acuosa al S50% de
4cido hipofosforoso deuterado(0,3 ml). Se adiciona, gota a gota
con agitacién magnética, una disolucidén de NOENa(O,Oglg; 1,3 mmo
les) en D0 (3 m1) y 1a mezcla se agita a temperatura ambiente du
rante 2 horas. Se evapora el disolvente a sequedad, a presién re-
ducida y el resfduo obtenido se purifica en dos placas de cromato
graffa de capa fina preparativa que se desarrollan dos veces con
secutivas con acetato de etilo., A la luz UV se v;sualizan varias
bandas, de las cuales solo se carboniza la tercera mas alejada del
origen, que se aisla, y de la que se extraen con acetona, 0,144g
(43%) de un séiido cromatogrdficamente homogéneo cuyo espectro de
RMN es idéntico al de Zﬂ obtenido anteriormente excepto la senal

que aparece a 8,07 (H-5) que integra para 0,5 protcnes. Este -~
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sélido se identifica como 1(2,3,4,6-tetra-O-acetil-f~D-glucopira

nosil)-3-deutero-1,2,3-triazol (132).p.f.=12g8-129°C

Preparaciédn del Zcido hipofosforoso deuterado

A 1 ml de £cido hipofosforoso acuoso al 50%
se le evapora el agua; a presién reducida, se afade DQO (0,5 ml)
y se evapora de nuevo. De afiade nuevamente D20(0,5 ml) hasta que

el P02D3 sea aproximadamente al 50% en D0

6.5- Reaccidn de desaminacién de 1(2,3,4,6-tetra-0O-acetil-B

" -D-glucopiranosil)-5-amino-1,2,4-triazol.

A una disolucién de 130(0,19g,0,47 mmoles) en
2,5 ml de una mezcla de agua~-acetona(3:2), se afiaden 0,2 ml de 4-
¢ido hipofosforoso. Seguidamente se adiciona gota a gota, una di
solucién de NO2Na(O,O69g) en H20(1,5 ml) y la reaccién, se mantie
ne con agitacién magnética, a temperatura ambiente durante 2 horas.
Se evapora el disolvente y el residuo que se obtiene se pgrifica
distribuyéndolo en dos placas de cromatograffa de capa fina prepa
rativa que se desarrollan con acetato de etilo. A la luz UV se vi
sualizan 3 bandas. De la banda central se aislan 0,12g(64%) de un

sélido iderfitico a T4 obtenido anteriormente. p.f.= 1h4hoc,

6.6~ 3-acetilamino-1(2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucopirano

$i1)-1,2,4-triazol v 3-diacetilamino-1(2,3,4,6-tetra-0-

acetil-B-D-glucopiranosil)-1,2,k4-triazol. (135 y 136)

Se disuelve 131(0,5g, 0,001 moles) en piridi

na seca{l ml) v se afiade a continuacién anhfdrido acético(2 ml)
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manteniéndose la reaccidén a temperatura ambiente durante 24 horas
Se concentra a presién reducida, y el resfduo se disuelve en ace
tona y se distribuve en tres placas de crometograffa de capa fi-
na preparativa que se desarrollan con acetato de etilo, A la luz
UV se visualizan tres bandas de las que se cérbonizan la mas cer
cana y la mas alejada del origen, que se extraeni De la banda mas
préxima al origen se aislan 0,2554g(456%) d= un sélido que se re-
cristaliza de acetato de etilo y que se identifica como 135.
p.f.=1939C.TR.3330 cm™ ' una banda (-NH amida 21%),1695 em™'(c=0
_ amidaI)1535em”  (N~C=0,amidall)

Masas, m/e 456(M*,2%),414(4),331(30),271(8),211(13),179(17),169
(100),125(25)

Andlisis (%)

Calculado para C18H24N4010"": C,47,36; H,5,30; N,12,27
Hallado..veveeoeveerereaeeneaaet C,07,20; H,5,42; N;12,21

De la banda mas alejada del origen se aislan 0,2043g(34%) de un
sélido que se recristaliza de acetato de etilo-hexano y que se i
dentifica como 136. p.f.163-164°C. Masas. m/e 472(1,8%),456(15),
114(7),397(11),331(46),271(120),229(36),211(51),187(29),1.62(100),
168(25),167(15)

Andlisis (%)
Calculado para CpoHogMy0i ...t C,48,19; H,5,22; N,11,24

HalladCueovsoesoreoerssnnnneae? CH7,81; H,5,13; N,10,88

6.7- Reaccidédn de 3-diacetilamino-1(2,3,%,6-tetra-0-acetil-R-
1

D-glucopiranosil)-1,2,4-triazol con €1,Sn
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Se disuelve 12§(O,1017g, 0,2 moles) en 1,2,-dimetoxietano seco

(2 ml1), =ze afaden scguidamente 0,02 ml de CluSn, manteniendo la
reaccién en baho de hielo durante una hora, se retira el bafio de
hielo ¥y se mantiene a temperatura ambiente durante 1-hora mas. La
reaccidn se vierte sobre agua destilada(5 ml) y Se neutraliza con
una disolucién saturada de bicarbenato sédico., Se extrae con clo
roforme ¥ se seca scbre sulfato sédico, se filtra y se evapora el
disclvente a presién reducida,para dar 0,057g(62%) de un sélido
que se recristaliza de aceteto de etilo ¥ que resulta ser idénﬁl

co en sus propiedades tanto fIsicas comc quimicas al producte 135

p.f.= 192-193°C

6.8~ Reaccidn de 3-zamino-1,2,4-triazol y bromurc de 2,3,4,6-

tetra-0O-acetil-ol-D-glucopiranosilo

Una mezcla de 3-amino-1,2,4,-triazol(1,5g,
0,0178 moles) bromuro de 2,3,4,6-tetra-0-e-D-glucopiranosilo(7,2g
0,0178 moles) cianure mercdrico(4,2g , 0,0357 moles) nitrometano-
anhidro(150 ml) y tamiz molecular de 4 A(lg) se calienta z reflujo
durante dos horas. Se filtra en caliente y se lava con nitrometano
zaliente y el filtrado ss evapora a szquedad a rresidédn reducida,
El1 jarabe obtenido s=2 trata con cloroformo, separando por filtra‘
cidn el precipitado de sales inorgdnicas. El extracte cloroférmi-
co se lava con una disolucidén acucsa de IK al 30%, después con a-
gua dos veces(2x50ml) y finalmente se seca sobre sulfatce sdédico.
Se evapora el disolvente obteniéndose un jarabe amarillo, que se-
g¥n se ve por cromatograffa de capa fina es una mezcla muy compleja.

De dicha mezcla se aislan despuds de varias cromatograffas de ca-
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pa fina preparativa empleando como eluyente acetato de etilo. De
la banda mas rdpida se aislan 0,78g(10%) de un sélido que se re
cristaliza de metanol y al que se asigna tentativamente la estruc
tura de 4(2,3,4,6-tetra—o-acetil—@—D—glucopiranosil)-3—(2,3,M,G-
tetra—o-acetil~p—D—glucopiranosi1)amino-—1,2,h-triazél (119)
p.f.=252-2532C desc. Uv.)\::iH = 235(€,2617) 268(€,%429).

RMN, (DMS0)d8,00(s,1H-5), [5,73-5,23)(m,6,H-576]5°;6°") [5,23-4,80]
(m,2,H-474°"), [4,20-3,93m, 6,H-5; 6;5°767"),1,83,1,86, 1,95, 2,00
(5s,24,80Ac)

(cpe1,) 7,36(s,1,H-5),F,55-0,fm.8,H-1;2;3;4717727;3° 747 ") ], 28-
3,72fm,6,H-5767576°*), 1,92, 2,02, 2,05, 2,08(4s,24,80Ac)

Masas. m/e 7TH5(M'+1,15%), 702(4), 686(23), 626(10), 552(5),625(8),
457(33), 4sh(15), 4ik(27), s15(24), 331(95), 272(25), 211(15),
169(100)

Andlisis (%)
Calculado para Cjo}ll‘onholsa-a-f C:u8338; H,5,38; N’7:53
.C,U48,08; H,5,64; N, 7,91

[

Hallado ..veevensosenconnocnan
De la banda inmediatamente posterior se aislan 1,6g(21%) de un sé
1ido que se recristaliza de metanol y que se identifica como 1(2,
3,4,6—tetra—O—acetil—p-D-glucopiranosil)-3-(2,3,4,6—teﬁra-O-acetil-
@-D-glucopiranosil)amino —1,2,4-triazol (118). p.f.=242-243°C desc

UV)\M"OH = 235(€,1912), 270(E,322)
max

_R_W_S(DMSO)J8:36 (sslsH"'B)37115(d:l:NH:JNH_1':' QHZ): 5;85((1:1:}']"1;
Ty rpe= 92), [5,56-4,47)(m, 7, H-1" 727374727 ) 377477), [4,20-3,80] (m,6
B-5/6;5°76°7), 1,83, 1,90, 193, 1,96, 2,00, 2,02(6s, 24, 80Ac)

(cpc1s)  7,96(s,1,H-5), 5,59-4,92](m,6,H-5{6]5°7 677), 1,92, 2,05
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2,07, 2,08 (4s,24,80Ac)
Masas. m/e 745(M" 41, 3%), 702(2), 686(5,5), 626(10), 552(7,5),
509(17), 415(3), 331(45), 355(1), 295(5),168(100), 84(5,5),81(23)

Ain4lisis (%)

Calculado para C HHONh018"“': C,48,38; H,5,38; N,7,53

30
Hallado...,....................2 C,u8,63; H’5J74; N:7582

6.9- l(2,3,4,6-tetra-0-acetil—p-D-glucopiranosil)-1,2,4-tr;§

zolin-5-cna, (144)

Se disuelve ng(lg, 0,0022 moles) en acetoni-
trilo(5 ml), se afiaden 5 ml de agua destilada y la reaccidn se
mantiene a temperatura ambiente.durante 15 dfas. Se evaporan los
disolventes, obteniéndose un sélido blanco que se recristaliza de
etancl-éter etIliqo ¥ que se identifica como lﬂi . Rendimiento
cuantitativo. p.f.= 2509C,

Masas. m/e 3:2(0,3%),331(35), 300(0,5),271(0,5),258(0,5),193(1),
169(90),127(48),109/100),86(63),84(8)

Ané&licsis (%)
Calculado para C16H2ON3010""": C,45,37; H,4,86; N,10,14
Mallado...evreennn. eeereeeesaaaat CLU6,47; H,5,04; N,10,12

6.10- Cloruro de [1(2,3,%,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)

-1,2,4-triazol-5-i1}-dimetil-(piridin-4-il)amonio. (148)

Una disolucién de 127(0,5g, 0,001llmoles) en
dimetilformamida(10 ml) se¢ trata con bis(2-cloroetil)amina(0,5g,
0,003%6 moles), recientemente iiberada de su hidrocloruro y se afia

den 0,3g(0,002% moles) de 4-dimetilaminopiridira., La reacciédn se
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mantiene con agitacidén a temperatura ambiente durante 7 horas, se
filtra =1 precipitado insoluble y se evapora el filtrado a seque-
dad, obteniéndose de este modo un sirupe oscuro que se disuelve -
en metanol y se distribuye en 5 plcas de cromatograffa de capa ﬁi
na preparativa, que se desarrollan tres veces consecutivas con la
mezcla acetato de etilo-metanol(2:1). A la luz UV se obscrvan va-
rias bandas, de las que sclo se carboniza la segunda mas cercana

al crigen. Después de extraer dicha banda con acetato de etilo—mg
tanol(5:1) y evaporar el disolvente se obtienen 0,3g(48,2%) de un
sélido que se cristaliza de etanol-éter etflico y que se identifi

ca como 148. p.f.= 190-191°C

rnélisis (%)

Calculado para Q2}H30C1N509....

Hallado..iesaeoocececosaneeenn ..:C,49,30; H,5,62; C1,6,51; N,12,34

:C,49,68; H,5,4%0; C1,6,39; N,12,60

6.11- 1(2,3,h,6—tetra—O-aceti}B-D—glucopiranos11)—5—cloro-l,

2,4-triazol. (127)

Una disolucién d= 127(0,5g, 0,0011 mcles) en
acetonitrilo(10 ml) se trata con bis(2-cloroetil)amina{2g, 0,014
moles), recientemente liberada de su hidroclorurc. La mezcla se
calienta a reflujo durante una noche. Se evapora el disolvante y
¥y el rzsfduo obtenido se purifica en cromatograffa de capa fina
preparativa con la mezcla acetato de etilo-hexano(2:1). A 1a>1uz
UV se visualizan varias bandas, al carbonizar una de las placas,
se carboniza una banda no visible al UV y que estd situanda entre
la segunda y la tercera banda mas proximas al origen. De dicha ban

da se obtienen 0,257(52%) dz un sélido gue se recristaliza de ace
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tatc de etilo-hexano y que se identifica como 147. p.f.= 161-1632C
Masas, m/e 434(MT+1,0,7%),435(0,2),274(1),376(0,3),372(0,5),360
(3),362{1),331(%7),318(7),320(2,%),313(1),253(25),255(8,3),240

(27),242{9),210(34),212(11,3),169(100),103(37),102(30)

Andlisis (%)

Calculado para ClGHgoClNﬁog....:C,44,29; H,4,61; C1,8,18; N,2,68

HalledCeee . venennn .. ceeerareas.tC,U3,91; H,H,55; C1,8,40; N,9,68

6.12- 1(2,3,4,6~tetra-N-acetidP-D-glucopiranosil)-5-aziridi

no-1-i1-1,2,%-triazoel. (145)

A una disolucidén de 127(0,5g, 0,0011 moles)
en acetona seca(l0 ml), se afiade aziridina(0,1 mi,0,001¢ moles) ¥
la reaccién se mantiene a tamperatura ambiente, con'agitacién mag
nética y protegida de la humedad, durante una noche. Se evapora el
disolvente a presién reducida, obfeniéndose de este modo un jara-
be rojizo, que se purifica en cromatograffa de capa {ina prepara
tiva con la mezcla acetato de etilo-hexano(3:1).A la iuz UV se vi
sualizan varias bandas, dz las cualzs solo se carboniza,la segun-
da mas préxima al origen. De dicha banda se aislan 0,31g(43%) d=
un sélido que se recristaliza de etanol”a ebullicidn y que se iden

tifica como 143, p.f.= 19¢4-195¢9C

Andlisis(%) ‘
Calculado para 018H24N&09'7"= C,49,09; H4,5,k5; N,12,72

Halladoe.uuerenerennsn, cee...t C,40,08; H,5,31; N,12,60
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ACTIVIDAD CITOSTATICA
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Los ensayos de actividad citostdtica
fueron realizados en el Instituto de

Quimica Médica del C.S.I.C.

Los ensayos "in vitro" fueron realiza
dos con la asistencia de la Srta. Emi
l1ia Bayo. Estos eétudios se realiza—

ron bajo la direccién del Dr. Gregorio
Alonso Cortiguera, a quignes deseo ex

presar mi agradecimiento.
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Al margen del trabajo de sintesis orgénica -
que forma el cuerpo de esta memoria, se ha estudiado la actividad
citostdtica de todos los compuestos que se describen aqui por pri

mera vegz.

Aunque estos ensayos bioldégicos no forman par
te de la memoria, sus resultados se resumen brevemente a continua
c¢ibén por considerar que son el complemento esencial a la labor de

disefio y sfntesis llevada a cabo.

La sistemdtica de este estudio consistié en -
un ensayo "in vitro" frente a cuitivos celulares, con el fin de -
seleccionar aquellos compuestos que habiendo resultado activos en
dicho sistema, habfan de ser ensayados, a continuacién "in vivo"
en ratones, para finalmente, a la vista de los datos de actividad

obtenidos poder establecer relaciones estructura-actividad.

1.- ENSAYOS "IN VITRO"

De entre los distintos procedimientos "in vi-
tro" que existen en la actualidad para 1la deteccién de agentes an

tineopldsicos, las técnicas de cultivos celulares son las mas ge-

139

neralmente utilizadas Las 1fneas celulares mas utilizadas pa-

ra los ensayos "in vitro" son las Hela, que procedentes de un car

cinoma de dtero humano fueron aisladas por Gey y col. en 1952140

¥y las KB que provienen de un carcinoma humano de nasofaringelul.
Fara nuestros ensayos elegimos las cé€lulas Hela cuya sublinea,pro
cedente del Instituto de Sanidad de Roma, mantenemos en nuestros

laboratorios desde 1969,
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Agqui se describe, muy brevemente, la metédica seguida en los en-

sayos realizados para luego presentar los resultados obtenidos.

1.1- Método de ensayo

El procedimiento seguido fue el establecido
en los protocolos de "screening" del "Cancer Chemotherapy Natio-

142, que se basa en el estudio compara

nal Service Center" de USA
tivo de la proliferacidn celular en condiciones normales de cul-
tivo, con la posible inhibicidn de crecimiento originada por 1la
sustancia ensayada a concentraciones seriadas de la misma, en i-
dénticas condiciones de cultivo. El medio de cultivo empleado fue

"143, complementado por diversos nutrien

"IC-minimal Medium Eagle
tes y protegido por antibidticos para evitar la proliferacién de
otros cultivos. El citado cultivo consiste en un medio sintético
que contiene los compuestos usuales para el cultivo de células en

monocapa.

Las células Hela, en concentracién de 107cé-
lulas/ml, se incubaron en tubos Leighton a 379C durante tres a -~
cuatro horas. Al cabo de este tiempo, se ahfadié a las células ad-
heridas al vidrio, el producto objeto del ensayo, suspendido en -
Tween 8o, de forma que el volumen de esta suspensién fuera el 10%
de la mezcla final de incubaciédn. Esta mezcla final se incubd a -
372C durante tres dfas, procediéndose a continuacién al estudio -
del crecimiento celular, mediante la medida de las protefnas celu
lares, siguiendo el método calorimétrico descrito por Oyama y Ea-
gleluu

. Como control positivo se utilizdé en todos los casos la 6-

mercaptopurina(DI5o': 0,1 Hg/ml).
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Todos los productos se ensayaron inicialmente a tres niveles de
dcsis; i00, 10 y l)xg/hl. En aguellos compuestos en que se obser
varon actividades a concentraciones inferiores a 100pg/ml se pro
cedid a un segundo ensayo para definir con precisién la DISO(do—
sis de inhibicidn 50), este pardmetro indica la concentracién de
compuesto expresada en pg/ml, que inhibe en un 50% el crecimiento
de las células del cultivo. En esta repeticidén las dosis se selec
cionan de modo que la DI50 aproximada obtenida en el ensayo ante
rior quedase incluida en el centro de una serie de diluciones, -
que se duplican por encima de ese valor y se dividen a la mitad
por debajo del mismo. Una Qez obtenidos 1;s valores de los porcen

tajes de inhibicién con arreglo a estas ltimas diluciones se de-

terminé por interpolacidn, 1la D150 definitiva.
1.2~ Resultados

Los resultados de los estudios de la activi-
dad citostdtica "in vitro" se resumen en las tablas 12,13,1%,15 ¥y
16, en las que se expresa la actividad de cada uno de los compues
tos en funcién de la DISO‘ De acuerdo con los protocolos estable-
cidos por el "Cancer Chemotherapy National Service Center" de usal¥2
se considera significativa la actividad de todas aquellas sustan-

cias cuya DI50 < 6 pg/ml.

De los resultados expuestos en las tablas 12,
13 ¥y 14 sc deduce que para los nucleSsidos monosustituidos, la ac
tividad citostdtica aumenta al aumentar la capacidad alquilante -
del sustituyente triazélico, es decir CH,T,CH,Br > CH,C1 > CH,0H.

De los compuestos difuncionales, uUnicamente el bis(elorometil)de:l
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vado 50 resultd activo, mientras que el bis(hidroximetil)derivado
51 que no es alquilante, no tenfa actividad citost4tica. Por otra
parte los derivados difuncionales resultaron ser mas activos que
los monofuncionales, aungue como contrapartida también presenta-

ron mayor toxicidad.

Los derivados de 1,2,4-triazol ( tablas 14 y
16) portadores de grupos alquilantes cldsicos no resultaron acti

vVos.

El 1l-glucosil-5-nitro-1,2,4-triazol derivado
127 presentd una D150 = 4}Ag/m1 resultando ac%ivo a pesar de no

ser un nucledsido alquilante.

El hecho de que los 5-acetoxi-bromometil deri
vados 109 y 111 y el 5-acetoxi~dibromometil derivado 112, presen-
taran bajas actividades citostdticas a pesar de formar parté de -~
su estructura el resto bromometilo, podrfa deberse a la falta de

estabilidad de dichos derivados,

En cuanto a los azdcares transportadores emplea
dos, los nucledsidos de glucopiranosa resultaron ser mas activos
‘que los de ribofuranosa, que por otra parte resultaron ser mas --

inestables. .
- .

En cuanto a los 8rupos protectores de los OH
del azudcar fueron los grupos acetilo los gue dieron compuestos --

alquilantes de mayor actividad citostdtica.
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TABLA-12
Actividad citostdtica "in vitro" frente a cé&lulas Hela de

1(2,3, 5—tri-—0—aceti1—[3-D—ribofuranosil)-1 ,2,3-triazoles

Ry
N\/ |
N
Ry
AcO 0
Ac AcC
Compuesto Ry R, DI5O (ug/ml)
_3_6_ CHQOH H >100
46 CH,C1 H 50
47 H CH,C1 50
_‘}.2 CHeBr‘ H 5
iq CH2C1 CH201 2,5
_5_1_ CHEOH CHQOH > 100
53 CH,I H 3,5

—-




198

TABLA-13
Actividad citostdtica "in vitro" frente a células Hela de 2,3-

O-isopropiliden-5-0-tritil-{-D-ribofurancsil-1 s2y3~triazoles

TrO
Compuesto . Ry R, DISO(pg/ml)
LY H CH_C1 > 100
45 CH,C1 H > 100
4s H CH,Br 10
52 H CH,I 10




TABLA-14
Actividad citostdtica "in vitro" frente a células Hela de

l1-glicosil-1,2,4-triazoles

Gl
Compuesto G1 R, DISogug/ml)
T * H > 100
79 * CH,CH » 100
81 * CH,C1 25
‘82 0 CH,Br 100-10
83 * CH,,Br 2,5
84 * CH,I 2,5
85 L] CH2N(CHECH2C1)2 25
86 * CHQl\l:l- 25

* Gl1= 2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucopiranosilo

¢ Gl= 2,3,S—tri-O—acetil-p-D—ribofuranosilo



200

TABLA-15

Actividad citostdtica "in vitro" frente a células Hela de N-glu

cosil—l,2,4-triazolin-5—onas y 5—acetoxi—N—glucosil-l,2,h—trig

zoles

R3 N/RZ R3 R2
/ /) /
oS0 N OAc
|
| ;
A B
Compuesto Tipo Ry R, N R3 DI5Ogug/hl)
92 A 1 H CH >100
95 A H a1 cil, > 100
2 A Gl Gl CH3 > 100
109 B Gl - CHQBP 75
111 B - Gl CHQBP 4o
112 B - 61 CHBr,, 50

Gl= 2,3,4,6—tetra—O—acetil-ﬁ-D-glucopiranosilo
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TABLA-16
Actividad citostdtica "in vitro" frente a células Hela de

Neglucosil-1l,2,4-tridzoles sustituidos

Ry
/ |
»\ I\
N
R N~
al 6l
C b
Compuesto Tipo Ry R, DI5O(;xg/m1)
118 C NHG1 H > 106
11 D H NHG1 > 100
12 c H NO, 4
12 C NO,, H > 100
130 o H s » 100
151 o NH,, H > 100
14 C H =0 S 100
14 C H -N(] > 100
14 C H c1 > 100

H.C
\
148 ¢ T W-@*’ > 100
— H3C/

Gl= 2,3,h,6-tetra-o-acetil—ﬁ—D-glucopiranosilo




3
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Con el fin de encontrar nuevos compuestos con
actividad citostdtica, se ha llevado a cabo la obtencién de una -
serie de nucledsidos derivados de 1,2,3-triazol y de 1,2,h-tri§ -
zol en los que un grupo halometilo, como resto alquilante, estd -
directamente unido al anillo heteroaromdtico. Asimismo se descri-
be la sintesis de una serie de nucledsidos alquilantes portadores
de grupos alquilantes "cldsicos". También se ha evaluado la acti-
vidad citostdtica de todos los productos sintetizados, frente a -

cultivos de células Hela como primera fase de seleccién.

Los aspectos mas significativos de este traba

Jjo se resumen en las siguientes conclusiones:

1.- Se han sintetizado azida de 2,3-0O-isopropiliden~-5-0-tritil-o
-D-ribofuranosilo y azida de 2,5,S-tri—o-acetil—B—D-ribofura-

nosilo y se han demostrado sus configuraciones anoméricas.

2.- La reaccién de cicloadicién dipolar-1,3 de las dos azidas de
ribofuranosilo anteriores con los acetilenos asimétricos, clo
ruro de propargilo o alcohol propargflico, condujo a una mez-
cla de los dos isdémeros posibles %4- y S5-sustituidos de ribofu
ranosil-1,2,3-triazol, en la que predomond el isémero 4-susti
tuido, estéricamente menos impedido. Sin embargo, la reaccién
de dichas azidas con bromuro de propargilo dié uUnicamente un
isémero, el 4-bromometil-ribofuranosil-1,2,3-triazol.

La reaccidén de cicloadicidén dipolar-1,3 de la
azida de 2,3,5—tri—O«acetil—P-D—ribofuranosi10 con los aceti-
lenos simétricgs 1,4-diclorobutino y l,h-dihidroxibutino con-

dujo comd vYnico producto a 4,5-bis(clorometil)- y &,5-bis(hi-
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droximetil)-l(2,3,5—tri—O—aceti1—p—D-ribofuranosil)—1,2,3—tri

azol, respectivamente.

La reaccidn de transhalogenacién de d-bromometil- y 4-clorome-
til-l-ribofuranosil-l,2,3~triazoles con ioduro sédico dio los

4-iodometil derivados correspondientes,

Se ha preparado una serie de 1-glicosil-1,2,4-triazoles alqui-

lantes mediante la siguiente secuencia de reacciones:

12/ Reaccidn de glicosidacién de 1,2,4-triazol con 1,2,3,5-
tetra—O-acetil—P—D-ribofuranosa, siguiendo el procedimiento de
fﬁsidn, ¥ con bromuro de 2,3,4%,6-tetra-O-acetil-g{-D-glucopira_
nosilo, segdn el procedimiento de (CN)QHg/CH}NOE, para dar 1(
2,3,5-tri-0-acetil-B-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol y 1(2,3,4,
6-tetra—O—acetil-@-D-glucopiranosil)—1,2,h—triazol, respectiva
mente,

22/ Hidroximetilacién de los l-glicosil-1,2,4-triazoles an-
teriores con formaldehfdo acuoso para dar los l-glicosil-5-hi_
droximetil-1,2,4-triazoles correspondientes.

32/ Obtencién de los 5-bromometil-l-ribofuranosil- y 1-glu-
copiranosil-1,2,4-triazoles por reaccidn de los 1l-glicosil-5-
hidroximetil-1l,2,4-triazoles correspondientes con trifenilfos-
fito-bromo. Obtencién de 5-clorometil-1(2,3,4,6-tetra-0O-acetil
-B-D-glucopiranosil)-1,2,4-triazol por reaccién del 5-hodroxi-
metil derivado andlogo con trifenilfosfina-tetracloruro de car
bono. Obtencidn de 5-iodometil-1(2,3,4,6—tetra—0—aceti1—p—D-glE
copiranosil)-1,2,4-triazol por reaccién de transhalqgenacién -

del S5-clorometil derivado andlogo con ioduro sédico.
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ke/ Preparacién de los N-glucésidos de 1,2,4-triazol porta
dores de restos alquilantes cldsicos 5—bis(2—cloroetil)am1no_
metil- ¥y S-aziridinometil-l(2,3,4,6—tetra-O-acetil-p-D-gluco_
piranosil)-1,2,4-triazol por reaccidén de los 5-bromometil- y
5-clorometil- derivados correspondientes con bis{2-cloroetil)

amina y con aziridina respectilivamente.

Se han preparado una serie de N-glucosil derivados de acetoxi-
bromometil-1,2,4~triazol mediante la siguiente secuencia de --

reaccliones:

12/ Reaccién de glicosidacién de 5-metil-1,2,4-triazolin-3-
cna con bromuro de 2,3,4,6~tetra-O-~acetil-K-D-glucopiranosilo .
para dar tres productos: l-glucosil-3-metil-1,2,4-triazelin-5-
ona, J-glucosil-3-metil-1,2,4-triazolin-5-ona y 1,%-diglucosil
~3-metil~1,2,l4-triazolin-5-ona. Este dltimo diglucdsido se ob-
tiene por reaccién de cualquiera de los dos monoglucédsidos con
una molécula adicional de azdcar,

20/ Acetilacién de los dos monogluedsidos anteriores con --
anhfdrido acético para dar l(2,3,h,6—tetra—O—acetil—p—D-gluco—
piranosil)5-acetoxi-3-metil-1,2,4-triazol y 4(2,3,4,6-tetra-0-
acetil-p-D~glucopiranosil)-5—acetoxi-3-metil—1,E,U—triazol.

32/ Reaccién de los dos acetoxi-derivados anteriores con N-
bromosuccinimida para dar l-glucosil-5-acetoxi-3-bromometil-1,
2,4-triazol y U-glucosil-S5-acetoxi-3-bromometil-1,2,4-triazol

respectivamente.

Se han preparado N-glucosil derivados de nitro- y amino-1,2,4-

triazol. La reaccién de glucosidacidn de nitro-1,2,4-triazol
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con bromuro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-o(-D-glucopiranosilo ha
conducido a l-glucosil-3-nitro-1,2,4-triazol y 1-glucosil-5-
nitro-1,2,4-triazol. La reduccidédn catalftica de los dos nitro
triazoles ha llevado a los 1-glucosil-j—amino-1,2,M—triazol

v 1-g1ucosi1-5-amino-l,2,hétriazol. Las estructuras de los -
nucledsidos de nitro- y amino-1,2,4-triazol se han demostra-
do por desaminacién reductora con nitrito sédico y 4cido hi-

pofosforoso deuterado en agua deuterada.

7.~ E1 grupo nitro de l-glucosil-5-nitro-l,2,%-triazol es un buen

.

*grupo saliente en reacciones de SNAr, por lo que dicho nucleé
filo reacciona con diferentes nucledfilos tales como agua, a
ziridina o ién cloruro para dar los 5-hidroxi-, 5(aziridin-1
il)- 5-cloro~ derivados de 1-glucosil-1,2,4-triazol. También
con la amina terciaria N(dimetilamino)—piridina para dar la -
correspondiente sal de {l-glucosil-1l,2,4%-triazol-5-il)-dimetil

~{piridin-4-11) amonio.

8.- Las estructuras de los productos obtenidos se han determina-

do por nétodos analiticos y espectroscdédpicos de UV, IR, Masas
7 espccialmente de RMN, Asi las cconfiguraciones andmeras tan-
to de las azidas de paritida como las de los nucledsidos, y --
ias posiciones de glicosidacidn de los triazoles, se han deter
minado medisnte distintos criterios basadcs en la espectros-

copfa de RMN,

9.~ Como complemento al trabajo de sIintesis se ha determinado la

actividad citostdtica "in vitro” fresnte a cultives de células

HeLa de todos los compusstos descritcz en la presente memoria
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Se ha comprobado que la actividad citostidtica aumenta al aumen
ftar ia capacidzd alquilante del resto halometilo. Asi las acti
vidades observadas para los iodometil ¥y bromometil-triazoles -
son mayores que las de los clorcmetll derivados corraspondien-
tes. Los hidroximetil derivades que no son alguilantes carecen
de actividad. Los derivados de 1,2,4-triazcl portadores de res
tos alquilante# cl4sicos, mostaza nitrogenada y zziridina care
cen de actividad,

La estabilidad es un requisito importante para
la obtencién de actividades citost4ticas. Los nucledsidos al-
quilantes derivados de ribosa, menos estables que los corres-
pondientes de glucosa, presentaron en general mencres activida
des citostdticas, Estas actividades también fueron bajas =n los
glucosil derivados de bromometil-acetoxi-1,2,4-triazol que tam
bién fﬁérdn productos inestables.

Los grupos acetilo sor adscuados como protectg

res de los grupes hidroxilo del azdcar.
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