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INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es la enfermedad que se
desarrolla como consecuencia de la infeccién provocada por el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH). Ciertamente, debido a sus caracteristicas patologicas, el virus es dificil de
combatir, por ello, ademas de ser terrible desde el punto de vista emocional y

socioecondmico, representa un reto para la investigacion cientifica.

El SIDA se caracteriza como una enfermedad sistémica y mortal, por tal motivo se
considera como uno de los problemas mas serios de salud en el mundo. Debido a lo anterior
existe un gran interés por la investigacién de firmacos o terapias génicas para combatir esta
enfermedad, por lo cual varios grupos de investigacién en el mundo se han dado a la tarea
de buscar una salida a este problema. Al respecto se han desarrollado una serie de vacunas,
de fragmentos de acidos nucleicos (oligonucledtidos antisentido), de acidos nucleicos con

actividad catalitica (ribozimas) y de una amplia gama de compuestos quimicos.

En cuanto a los compuestos quimicos existen varias divisiones segiin el componente
viral al cual estan dirigidos, existen inhibidores de integrasa, proteasa y de transcriptasa
inversa. Los analogos y no analogos de nucledsidos tienen, por ejemplo, un mecanismo de
accion diferente frente a estas enzimas. En cuanto a los compuestos denominados
inhibidores analogos de nucledsidos se han investigado ampliamente desde que se demostr6
que el VIH era el agente causal del SIDA; de ellos, el AZT (Zidovudina), aprobado en 1987
por la Administracién de Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA: Food and
Drug Administration), ha tenido gran éxito al inhibir el ciclo replicativo de este virus,
desafortunadamente ha resultado ser también muy téxico. Otros compuestos como el ddC
(Zalcitabina, aprobado en 1992), 3TC (Lamivudina, aprobado en 1995), entre otros han
sido obtenidos y autorizados por la FDA pero se han encontrado los mismos resultados de

toxicidad.
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Los compuestos denominados inhibidores no analogos de nucledsidos han
despertado gran interés debido a la alta especificidad contra la enzima transcriptasa inversa
(TI) del VIH, debido a esto, ellos presentan una disminucion en su toxicidad. La FDA, por
ejemplo, autorizé la comercializacion de Nevirapina (1996); Delavirdina (1997) y
Efavirenz (1998). Otros 6 compuestos no analogos de nucleodsidos se encuentran en fase III

de investigacion clinica en humanos esperando su aprobacion por la FDA.

Lo anteriormente sefialado muestra la importancia de sintetizar compuestos
quimicos que pertenezcan a los inhibidores no analogos de nucledsidos, y la evaluacion de
su actividad antirretroviral que son el proposito del presente trabajo. Para su realizacion se
conté con la infraestructura necesaria en el laboratorio de quimica organica del
Departamento de Quimica en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
bajo la direccién de la Dra. Barbara Gordillo Romén y el asesoramiento del Dr. Adelfo

Reyes Ramirez de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
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1. ANTECEDENTES TEORICOS

A. VIH-SIDA
1. Definicién y estructura viral.

Los virus son pequeiios agentes infecciosos, compuestos esencialmente por un acido
nucleico (ARN o ADN) rodeado por una pequeiia cubierta o capside. La cubierta mas el
acido nucleico central se denomina nucleocdpside. Algunos virus tienen ademis una
cubierta lipoproteica que puede contener glucoproteinas viricas antigénicas; asi como
fosfolipidos del huésped, adquiridos cuando la nucleocépside del virus surge de la
membrana nuclear o membrana plasmatica de la célula huésped. Ciertos virus también
contienen enzimas que inician su replicacion en la célula huésped; la particula infecciosa
completa se denomina virion. En diferentes tipos de virus el genoma puede ser de doble

hélice o de cadena tnica.'

La clasificacion de los virus se basa en criterios morfoldgicos, fisicoquimicos y en
sus relaciones genéticas. Los componentes esenciales de los sistemas de clasificacion de los
virus son: 1) el tipo y la estructura del acido nucleico viral y la estrategia utilizada para la
replicacion 2) el tipo de simetria de la capside viral (helicoide vs icosaédrica) y 3) la

“ . . 2
presencia o la ausencia de una cubierta.

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) el cual pertenece al grupo de los retrovirus. Los
retrovirus pertenecen a un grupo ampliamente distribuido en vertebrados y tal vez también
en invertebrados.® Se han encontrado en mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces,® y en
conjunto forman la familia Retroviridae, se les puede definir como todo virus que presenta
un genoma diploide de ARN y una enzima con la actividad de polimerasa de ADN

dependiente de ARN y cuya duplicacién depende de un intermediario de ADN.>

Las particulas del VIH son esféricas (Figura 1) con tamafio de 90 a 100 nm de
diametro,® con una capside de nucleoproteinas de forma icosaédrica que contiene un

complejo ribonucleoproteinico formado por una proteina de la capside. Esta presenta una
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secuencia caracteristica de cisteinas e histidinas, a lo que se une el ARN genémico del
virus.”* A su vez, la capside se cubre por una envoltura lipidica derivada de la membrana
celular, la cual es adquirida cuando el virus abandona la célula infectada; la membrana
contiene dos proteinas virales asociadas: una glicoproteina externa (gpl20) y una
transmembranal (gp41).° Por debajo de esta envoltura se encuentra una segunda capa
proteica que se forma por la polimerizaciéon de monémeros de la proteina viral p17. Dentro
de la capa se encuentra la nucleocapside, constituida por la proteina p24 vy dos cadenas
iguales de ARN viral, con sentido positivo desde 60S hasta 70S, que son el material
genético del virus. Estas semejan un ARNm, pues presentan una capside en el extremo 5°,
en tanto que en el 3" tiene una cadena poli(A).*”'° El ARN tiene moléculas asociadas de la

enzima Transcriptasa Inversa (TI).

Figura I. Estructura del VIH

El genoma del VIH presenta una estructura completa formada por tres genes en

orden invariable: gag, pol y env.” 112
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El gen gag codifica para el conjunto de tres proteinas que forman la capside, que en
orden 5’ a 3’ son: a) la matriz (MA), que es un péptido de 15 a 20 kDa que se forma sobre
toda la matriz entre la nucleocapside y la envoltura viral; 5) la capside (CA), que es el
componente estructural mayor y el antigeno dominante de la capside viral, y que mide de
24 a 30 kDa; y ¢) la nucleocapside (NC), que es una pequeiia proteina basica de 10 a 15
kDa con gran afinidad por los acidos nucleicos, fuertemente enlazada al ARN del virién e
implicada de manera genética en el empaquetamiento del ARN y en la formacion del
dimero. Por su parte, el gen pol codifica para todas las proteinas de la maquinaria catalitica
viral, la cual esta constituida por una proteasa (PR) que se utiliza en el procesamiento de
ciertas poliproteinas virales, la polimerasa de ADN dependiente de ARN llamada
transcriptasa inversa (TI); al final del gen pol hay una integrasa (IN) o endonucleasa,
indispensable para la incorporacién del ADN viral en el genoma del huésped.'> En el gen
env se codifican las proteinas de la envoltura, que en asociacion a componentes de la
membrana celular adquiridos por gemacion rodean la capside, y que son necesarios para la
infeccion.” El producto de este gen es una poliproteina, que al ser procesada da como
resultado dos proteinas. Una de ellas es de la superficie (SU), cuyo tamafio varia de 46 a
120 kDa, es glucosilada por la maquinaria celular e interactia en la superficie del virion
con los receptores del huésped que median la entrada del virus. Esta proteina es el antigeno
reconocido por la mayor parte de los anticuerpos, y esta unida por enlaces disulfuro a la
proteina transmembrana (TM), que es el otro producto del gen env. El tamafio de la
proteina TM es de 15 a 37 kDa y no siempre es glucosilada; se cree que media la fusion de

la membrana viral con la del huésped durante la entrada del virus.®

La presencia de estos tres genes en el retrovirus es necesaria para que se lleve a cabo
la replicacién del _geﬂoma.9 Cuando en un virus falta alguno de estos genes se le conoce
como virus defectivo, ya que no puede realizar la replicacion de su genoma;'* pero si en la
célula infectada hay otros virus que estén produciendo las proteinas faltantes, éstas actuaran
en forma trans sobre el genoma del retrovirus defectivo,' lo que completa asi su
replicacion. El virus que proporciona los componentes faltantes en otros, recibe el nombre

de virus auxiliar,'*'®
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a. Evolucion del VIH: La transcriptasa inversa. I

Desde el punto de vista evolutivo, una de las propiedades mas importantes del virus
del SIDA es su alta tasa de variacion. Esta caracteristica es muy importante para el
desarrollo de la enfermedad, y por lo tanto para el disefio de farmacos encaminados al
tratamiento de personas infectadas con el VIH. )

La transcriptasa inversa (TI) del VIH se localiza en el virion, y esta codificada por el
gen pol, que codifica ademas una proteasa y una integrasa. La TI est4 constituida por dos
subunidades de 51 y 66 kDa, denominadas p51 y p66, respectivamente. La subunidad p66
consta de 560 aminoAcidos y la subunidad p51 de 440 aminoédcidos y es resultado de la
escisién proteolitica de un fragmento de 120 aminoacidos del extremo carboxilo de p66.
Aunque las funciones cataliticas se localizan en la subunidad p66 (figura 2), sélo el
heterodimero es enzimaticamente activo, La TI utiliza como molde al ARN viral para
sintetizar una cadena de ADN, la cual sirve luego como molde para sintetizar una cadena
complementaria de ADN. Asi, la TI forma un ADN doble que més adelante se integra al

genoma celular, lo que vuelve permanente a la infeccion.

Thumb

Fingers

Figura 2. Transcriptasa inversa del VIH.
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La TI es una polimerasa con una tasa de error elevada. Durante el ciclo de
replicacién interviene la polimerasa II de ARN para formar las nuevas copias de ARN que
empaquetaran a la TI en el virion, ésta polimerasa también tiene una elevada tasa de error.
Debido a que ambas enzimas carecen de actividad correctora, introducen gran cantidad de
mutaciones en el genoma del VIH. Por lo tanto, la tasa de cambio y la de evolucion en los

retrovirus son muy rapidas.

Aunque la TI es la proteina mas conservada dentro del genoma viral, presenta gran
variabilidad. La region mas conservada comprende una zona de 14 aminoacidos. Debido a
la importancia de la TI, en el ciclo de replicacién viral, esta enzima ha sido el blanco
fundamental para el disefio de firmacos destinados al tratamiento del SIDA y otras

enfermedades causadas por retrovirus.

2. Ciclo replicativo y reacciones inmunoldgicas.

Una vez que se produjo la fijacién del virus en la célula, éste debe atravesar la
membrana plasmética de la célula y luego la capside debe experimentar una serie de
transformaciones que preparan al virus para su replicacion ulterior. Cuando el virus ha
ingresado a la célula efectora debe replicar su genoma y las proteinas estructurales y no

estructurales asociadas.

Existen dos estrategias fundamentales de replicacion utilizadas por los virus ARN
de cadena simple. Si el ARN posee un sentido positivo puede actuar directamente como
ARN mensajero y éste es traducido formando poliproteinas voluminosas. Los virus ARN
de la familia Retroviridae poseen un ARN genémico de doble cadena. Estos virus
contienen una ARN polimerasa del ARN de doble cadena y el ARN de cadena simple, que

posibilita la produccién de ARN con sentido positivo.

La estrategia de replicacion del ARN mas interesante es la utilizada por los
retrovirus. El ARN genomico viral de este tipo de virus es de cadena simple con sentido

positivo. Sin embargo, este ARN no actiia como mensajero, sino que es transcrito a ADN a
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través de la intervencion de una ADN polimerasa (Transcriptasa Inversa) dependiente del
ARN?

La Figura 3 muestra el ciclo replicativo del VIH." En ella se pueden observar los
siguientes procesos: 1. Acoplamiento del VIH con la célula; 2. Fusion de la cubierta del
VIH con la membrana celular; 3. Transcripcion inversa (el ARN viral se transforma en
ADN viral); 4. Integracion (el ADN viral se integra al ADN celular); 5. Transcripcion (el
ADN viral se transforma en ARN viral); 6. Se forma la estructura externa del virus al que
se introducen el ARN y la cadena de proteinas del virus; 7. La cadena de proteinas se

recorta para formar las proteinas del virus; 8. Nuevo virus.

Figura 3. Ciclo replicativo del VIH

La capacidad del organismo para defenderse en contra de los microorganismos
invasores como las bacterias, las toxinas, los virus v los cuerpos extrafios consiste en dos
respuestas inmunes cercanas. Una respuesta consiste de la formacion de linfocitos
especificamente sensibilizados que tienen la capacidad de unirse a una sustancia extrafia y
destruible. Esta se denomina inmunidad celular (inmunidad mediada por células T) y es
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particularmente efectiva en contra de los hongos, parasitos, infecciones virales,
intracelulares, células cancerosas y transplantes de tejidos extrafios."

En otra de las respuestas, el organismo produce anticuerpos circulantes que son
capaces de atacar a un microorganismo invasor, esto s¢ denomina inmunidad humoral
(mediada por anticuerpos, provenientes de células B) y es particularmente efectiva en

contra de las infecciones bacterianas y virales.

La Figura 4 muestra los mecanismos de defensa del sistema inmunoldgico,” el
primero es la secrecion de anticuerpos, la necrosis por parte de las células TNK el segundo
mecanismo, y por ultimo el mecanismo por el cual las células T ayudadoras secretan
linfocinas que estimulan la respuesta general del organismo.

PATOGENOS

Figura 4. Mecanismos de respuesta inmune.

La interaccion del VIH con el sistema inmunitario del huésped es compleja. Las
células del sistema inmunitario tienen una especie de “etiquetas” que las identifican. La
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superficie glucoproteica CD4 es la etiqueta particular de un grupo de linfocitos T helper;
también existe en macrofagos y en células dendriticas. El VIH reconoce la etiqueta CD4,
aborda a la célula y la infecta. La interaccién entre una glucoproteina de superficie del VIH
(gp120) con CD4 es necesaria pero no suficiente para la entrada; para la fusién de la
cubierta del virus con la membrana plasmatica de la célula se requiere la interaccion
adicional con un correceptor. Algunas variantes del VIH sélo infectan a macréfagos y a
células dendriticas, para los cuales, el correceptor es una proteina llamada CCRS, que es el
receptor natural para las quimosinas B, MCP-1 y RANTES. Algunas variantes tienen
trofismo por las células Ty, para ellas, el correceptor es la proteina CXCR4.!

3. Distribucién geografica mundial de la pandemia.

Segrin las estimaciones mas recientes del programa conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH-SIDA (ONUSIDA) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a mediados
del afio 2003 el nimero de personas que vivian con el VIH era de 42 millones (Figura 5) en
la actualidad se dan 10 infecciones de hombres, mujeres y nifios por minuto con un total de
14000 infectados por dia y cercano a 6 millones de personas por afio. En total, desde el
inicio de la epidemia, hace tres décadas, el VIH ha infectado alrededor de 60 millones de
personas y a costado la vida a casi 20 millones.'®

Ndmero estimado de adultos y nifios
viviendo con el VIH/SIDA a fines de 2002

Europa oriental
EWOpa agia central

América def Norte m 1.2 millones
980 000 Asia oriental y Pacifico
Caribe k:hdol Norte u millones
440 000 del Sur
550 000 Y gt f'l“o“eﬁs iz
Amirica Latina Africa Australia
1.5 millones Zmnus !'ﬁ'nizrﬁi]ﬂl

Total: 42 millones

Figura 5. Estadisticas mundiales (ONUSIDA 2003).
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4. Tratamiento antirretroviral.”'

En el paciente con SIDA debe iniciarse el tratamiento independientemente de los
niveles de CD4 o de ARN plasmatico. Las combinaciones mas estudiadas son las que
incluyen dos inhibidores de la transcriptasa inversa mas un inhibidor de proteasa o un
inhibidor no analogo de nucledsido. Las combinaciones de zidovudina con ddI, ddC o 3TC
mas un inhibidor de proteasa, como indinavir, nelfinavir o ritonavir se acompaiian de

reducciones muy importantes de la viremia.

Una vez iniciado el tratamiento debera repetirse la medici6n de la carga viral con el
mismo método cuatro semanas después, y debe esperarse una reduccion de 10 veces la
carga viral; si ésta es menor, debe considerarse el cambio de tratamiento. Si se ha
conseguido la supresion debera repetirse el examen cada cuatro a seis meses. En caso de
falla en la supresion viral después de cuatro a seis meses, también debera considerarse el
cambio de tratamiento, aunque en este caso es importante tomar en cuenta el grado de
disminucion. Como regla general, los niveles menores de 10 000 copias del virus durante el
tratamiento no requieren el cambio inmediato del mismo. Sin embargo, la supresion inicial
(no detectable), seguida de la deteccién persistente del virus, amerita seguimiento muy
cuidadoso del paciente por la posibilidad de génesis de resistencia. La aparicion de
enfermedades oportunistas o la disminucion progresiva de células T CD4 debe considerarse

como falla del tratamiento.

En caso de intoxicacion debera cambiarse el medicamento por otro del mismo grupo
(teniendo en cuenta las combinaciones contraindicadas). En el caso de un paciente que ha
recibido tratamiento con uno o dos inhibidores de la transcriptasa inversa se recomienda
cambiar a un régimen con dos nuevos inhibidores mas un inhibidor de proteasa. En
paciente con falla del tratamiento triple, donde se han agotado las combinaciones con
inhibidores de proteasa, se puede intentar la combinacion de dos inhibidores de proteasa o
con un nuevo inhibidor de proteasa y un inhibidor no analogo de nucledsido de la

transcriptasa inversa.
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a. Compuestos inhibidores andlogos de nucleosidos.

Los agentes quimioterapéuticos contra la enzima TI del VIH interfieren con la
actividad polimerasa de esta enzima y pueden ser divididos en dos grupos: inhibidores
analogos de nucledsidos e inhibidores no analogos de nucleésidos. El primer grupo incluye
el AZT, ddC, 3TC, entre otros; los cuales son incorporados a la cadena de ADN en

crecimiento; sin embargo, estos compuestos son muy tdxicos.

Los compuestos denominados inhibidores analogos de nucledsidos (Figura 6), a
diferencia de un nucleésido normal, tienen el grupo hidroxilo de la posicién 3" del aziicar
desoxirribosa alterado, por ejemplo el AZT tiene un grupo azido en la posicién 3°, el d4T
tiene un doble enlace entre los carbonos 2 y 3" y el ddC contiene sélo el enlace sencillo
entre los carbonos 2° y 3", Este tipo de compuestos son activados a su forma trifosfato (por
las enzimas cinasas celulares) mediante la fosforilaciéon en la posicién 5° para dar
nucle6tidos. Asi, estos compuestos son reconocidos como nucleétidos normales y son
incorporados a la sintesis de acidos nucleicos virales por la TI del VIH. De manera
colateral, las ADN polimersas celulares (a, B, 8, y €) también incorporan estos compuestos
a la sintesis de acidos nucleicos celulares, lo cual se refleja en las severas reacciones

adversas de estos firmacos (anemia, neutropenia, pancreatitis, entre otras).

d4T ddC

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos compuestos
andlogos de nucledsidos.

Una vez incorporados los analogos de nucledsidos a la cadena del ADN, no se
puede continuar con la sintesis de los acidos nucleicos virales. Esto se debe a que los
grupos funcionales sustituidos en la posicion 3’ (del nucledsido) no son buenos nucledfilos;

es decir su capacidad de polimerizacion se encuentra disminuida y por lo tanto se detiene la
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sintesis del ADN. Dada esta caracteristica, estos compuestos resultan ser excelentes para
inhibir la sintesis de los acidos nucleicos virales. Desafortunadamente sucede lo mismo con
la sintesis de acidos nucleicos de células normales, por lo que los analogos de nucleosidos

resultan ser compuestos muy toxicos en las terapias para combatir al VIH.

b. Compuestos inhibidores no andlogos de nucledsidos.

Los compuestos denominados inhibidores no andlogos de nucleésidos han
demostrado especificidad hacia la TI del VIH.? Nevirapina, Delavirdina, Efavirenz,
Hidroxietoximetilfeniltiotimina (HEPT), Etoximetilbencilisopropiluracilo (MKC-442) y
Benciloximetilbencilisopropiluracilo (TNK-651), Figura 7, pertenecen a este grupo. Estos
compuestos son altamente especificos contra esta enzima, ya que presentan una inhibicién
no competitiva hacia la TI. Esto es porque interaccionan con un sitio alostérico (que no es
de union al substrato) de la enzima. Estos compuestos, a diferencia de los analogos de
nucleésidos, no necesitan ser fosforilados para interaccionar con la TI y paralelamente no

se incorporan al crecimiento de los 4cidos nucleicos.

e o
= A = R | ,E

Nevirapina 1051091 HEPT

s
HN“(
NH I NH N
SOy S
VoJ ) e

MKC-442 TNK-651 8-CI-TIBO

Figura 7. Estructuras quimicas de algunos compuestos no
analogos de nucledsidos.
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Estudios recientes de cocristalizacién y difraccion de rayos X muestran a los no
analogos de nucledsidos interaccionando con los residuos de aminoacidos de la TI en un
sitio que no es el sitio activo®. Este sitio, denominado alostérico, se encuentra localizado a

10 A del sitio activo y tiene una forma de bolsa®.

Los no analogos de nucledsidos se unen a los aminoécidos por medio de puentes de
hidrégeno, las interacciones no covalentes méas importantes en el proceso de
reconocimiento molecular proteina-inhibidor. Las estructuras cristalinas del complejo TI
con dos potentes inhibidores MKC-442 y TNK-651, a una resolucién de 2.55 A, revelan
cambios conformacionales de la enzima, los cuales correlacionan con cambios en la

potencia inhibitoria viral de los compuestos.
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B. QUIMICA FARMACEUTICA
1. Conceptos basicos en quimica farmacéutica.

La quimica farmacéutica tiene como objetivo el estudio de los farmacos desde el
punto de vista quimico, asi como de los principios basicos utilizados en su disefio. Su rasgo
diferencial a otras dreas cientificas es su metodologia, que se basa en el establecimiento de

la relacién entre la estructura quimica de un firmaco y su actividad biologica.

Un farmaco, o principio activo, se define como una sustancia pura, quimicamente
definida, extraida de fuentes naturales o sintetizada en el laboratorio, dotada de una accién
biolégica, que puede o no ser aprovechada por sus efectos terapéuticos. La lengua
castellana a diferencia de otras, distingue entre fairmaco y droga, que, estrictamente,
significa una materia prima. de origen vegetal o animal que contiene uno o varios principios

activos y que no ha sufrido manipulacion, salvo la necesaria para su conservacion.

Cuando un firmaco tiene una actividad biolégica 1util desde el punto de vista
terapéutico se hace necesario su desarrollo hasta dar lugar a un medicamento, lo que supone

las siguientes caracteristicas:

e Se presenta como una forma farmacéutica (inyectables, comprimidos, etc.)
constituidos por uno o varios principios activos y generalmente por uno o

varios excipientes.

e Ha sido aprobado oficialmente para su comercializacion tras superar una
serie de controles analiticos (composicién quimica, pureza, etc.) y
farmacoldgico-toxicos (actividad, efectos colaterales y secundarios, ausencia

de actividad carcinogénica y teratogénica, etc.).

La sintesis y el analisis de los farmacos son aplicaciones directas de la sintesis
organica y de la quimica analitica, respectivamente. Por tanto, su estudio debe realizarse

desde una perspectiva estructural de los mismos. En cambio, para el estudio sistematico de
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los farmacos se prefiere una clasificacién de tipo farmacolégico o segin su mecanismo de

accion a nivel molecular.

Al proponer el establecimiento de relaciones entre una estructura quimica y la
accion bioldgica, la quimica farmacéutica se convierte en una materia interdisciplinaria en
la que no se yuxtaponen, sino que convergen, varias disciplinas con multiples

interconexiones.

De todas las materias relacionadas con ella, la quimica organica y la farmacologia
son las que actualmente tienen mayor peso. La primera aporta la metodologia de trabajo
para la sintesis y estudio estructural y de reactividad, incluyendo muchos aspectos basicos
para el andlisis de firmacos y medicamentos. La segunda aporta los conocimientos
necesarios para permitir establecer la actividad de un compuesto y decidir su posible

desarrollo como medicamento.”

2. Bisqueda de nuevos firmacos.

La puesta en el mercado de un nuevo medicamento precisa cubrir una serie de etapas

que de forma esquematica podrian resumirse en:

a) Busqueda del modelo.
b) Manipulacién del modelo.

¢) Determinacion de formas farmacéuticas y dosificacion.

La busqueda del modelo supone encontrar una actividad biol6égica nueva en un
compuesto quimico. Se trata, en consecuencia, de encontrar nuevas estructuras que puedan
servir como punto de partida para su modificacién estructural, ante el hecho de que el
nuevo compuesto no tiene porque ser el mejor de los posibles que se puedan preparar

(manipulacion del modelo).
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El descubrimiento de un nuevo modelo puede realizarse de distintas formas.
Historicamente, los modelos més interesantes se han encontrado como consecuencia del
estudio de los productos del metabolismo secundario en organismos vivos y la sintesis de
analogos estructurales. El descubrimiento accidental de una actividad en compuestos
obtenidos por sintesis, asi como el descubrimiento de efectos inesperados en la aplicacion
terapéutica de farmacos conocidos y de estrategias basadas en planteamientos bioquimicos,

ha jugado también un papel importante.?®

3. Modificacién molecular.”’

Desde el punto de vista general, pueden considerarse tres tipos de estrategias a la

hora de manipular la estructura de un modelo:

a) Simplificacion del modelo. Es un método conocido tradicionalmente como
“variacion estructural disyuntiva”, aplicado fundamentalmente a productos naturales

de estructura compleja.

b) Asociacion de dos moléculas. Consiste en la unién de dos estructuras con una
determinada actividad. Con la esperanza de potenciarla. Tradicionalmente, se ha
distinguido entre “adicion molecular”, definida como la asociacion de moléculas
diferentes por interacciones débiles (uniones electrostaticas), ‘“replicacion
molecular”, o unién covalente de unidades idénticas e “hibridacion molecular”, en

la que se asocian covalentemente dos o mas unidades distintas.

c) Replicacion moduladora. Consiste en la sustitucién de determinados grupos de la

estructura modelo. Esta es la metodologia mas frecuentemente empleada.

La aplicaciéon de los procedimientos de modificacion molecular anteriormente
comentados no suelen llevarse a cabo mediante cambios elegidos al azar, sino a través de
una serie de criterios que tienen posibilidades de conducir a mejoras terapéuticas. Algunos

de estos criterios son:
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Apertura o cierre de anillos. Se trata de una modificacion molecular que ha
conducido con frecuencia a compuestos que retienen o superan la actividad
del modelo. Existen numerosos ejemplos en los que este método se ha
usado para estudiar la conformacién activa de ciertos neurotransmisores o

farmacos, disefiando analogos rigidos o semirrigidos de los mismos.

Introduccion de enlaces multiples. La introduccion de un enlace doble o
triple puede alterar tanto la forma de una molécula (generalmente en el
sentido de incrementar su rigidez) como sus propiedades fisicoquimicas. En
relacion con la introduccién de enlaces multiples, debe mencionarse un
criterio utilizado con frecuencia en el disefio de anadlogos de una estructura
activa conocido como “principio de vinilogia”, segin el cual dos
sustituyentes X e Y unidos por una cadena vinilénica o polivinilénica
(incluyendo un anillo bencénico) se comportan, desde el punto de vista de

distribucién electrénica, como si estuvieran unidos directamente.

Homologia. Un homélogo de un determinado compuesto es el analogo a
éste que resulta de la adicion de un carbono a una cadena o anillo. Un
cambio de este tipo suele ir acompafiado por un incremento de la lipofilia.
La actividad crece al aumentar el nimero de carbonos hasta alcanzar un
maximo, a partir del cual vuelve a disminuir y la accién farmacoldgica
cambia sdlo si la homologacién afecta a la parte de la molécula que participa

en su unién al receptor.

Introduccion de grupos voluminosos. Se ha comprobado en muchas
ocasiones que la introduccion de un grupo voluminoso en una estructura es
capaz de provocar una respuesta por union a un determinado receptor. Esto

puede conducir a un antagonista de dicho receptor.

Bioisosterismo. El isosterismo es un concepto quimico que se ha aplicado al

desarrollo de nuevas moléculas con actividad farmacolédgica. En el pasado el
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término “isosterismo” se utilizaba para describir la semejanza en
propiedades fisicas y quimicas que presentan una serie de iones y moléculas
que contienen el mismo nimero de atomos y electrones de valencia. Por
ejemplo el nitrégeno molecular y el mondxido de carbono, dos moléculas
diatémicas con diez electrones de valencia, son casi idénticos en cuanto a
viscosidad, densidad, indice de refraccion, constante dieléctrica, solubilidad,
etc. La llamada “ley de desplazamiento de hidruro” permitié extender el
concepto de isosterismo a especies que, ain teniendo diferente nimero de
atomos, poseen un mismo numero de electrones de valencia. Segun esta ley,
un atomo es isostérico con la especie que resulta al afiadir un hidrégeno y
dos electrones (un hidruro) al 4tomo que le precede en el sistema periodico.
En una ampliacién posterior del concepto de isosterismo se introdujo la idea
de “isoelectronicidad periférica” segun la cual, deben considerarse isdsteros
aquellos atomos o grupos de dtomos que son idénticos en su capa electronica
externa. Todos estos criterios de distribucion electrénica se agrupan bajo el
término de isosterismo clasico. Cuando ademas de ellos se introducen otros
criterios adicionales, tales como geometria (hibridacién, 4ngulos de enlace),
solubilidad, acidez, capacidad de enlace por puentes de hidrégeno y
reactividad quimica se llega a una serie de equivalencias llamado
isosterismo no clasico que son ttiles en el disefio de analogos de una

estructura prototipo.

El fenémeno por el cual dos compuestos de estructuras relacionadas
presentan propiedades bioldgicas semejantes se define como bioisosterismo.
Por lo tanto, se pueden definir como bioisésteros a las moléculas o grupos
que debido a que poseen propiedades fisicas o quimicas similares, producen
una respuesta farmacoldgica semejante o antagoénica. Esta dualidad
dependera de que el compuesto interaccione con el centro activo de una
enzima o con un sitio alostérico de la misma. Una segunda posibilidad, es
que interaccione con su receptor produciendo los cambios conformacionales

de los que resulta una respuesta biologica.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el ciclo replicativo del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) el proceso
fundamental que consiste en la biosintesis del acido desoxirribonucleico (ADN) a partir del
acido ribonucleico (ARN) lo realiza la enzima transcriptasa inversa (TI). Los compuestos
més utilizados para tratar de inhibir la funcién de esta enzima se clasifican en andlogos de
nucledsidos e inhibidores no analogos de nucledsidos. Entre los primeros se encuentra el
3’-azido, 2’, 3’-desoxitimidina (AZT), que ha tenido gran éxito para inhibir el ciclo
replicativo de este virus; desgraciadamente éste afecta también seriamente a células
normales, es decir su toxicidad es muy alta. Los compuestos denominados inhibidores no
analogos de nucledsidos han despertado gran interés debido a su alta especificidad hacia la
TI. Por tal motivo, se consider6 de suma importancia en este trabajo sintetizar compuestos
quimicos que pertenezcan a los inhibidores no analogos de nucledsidos para evaluar su

actividad anti-VIH.
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III. OBJETIVOS.

A. Objetivo general

Sintetizar compuestos pertenecientes a los inhibidores no andlogos de nucledsidos

para estudiar la inhibicién enzimatica viral (anti-VIH) a nivel de la biosintesis de acidos

nucleicos.

B. Objetivos particulares

1. Sintetizar los inhibidores no andlogos de nucleésidos, mostrados a continuacion.

Serie alifatica
0
R
I NH
o} N

2. Caracterizar los compuestos sintetizados.

Serie aromatica

3. Evaluar la actividad antirretroviral de los compuestos sintetizados, mediante la

cuantificacion in vitro de la inhibicion enzimatica para la transcriptasa inversa del virus

de inmunodeficiencia humana.
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IV. Hipétesis.

Con base en la analogia de la estructura quimica de farmacos denominados como
inhibidores no analogos de nucledsidos, aprobados por la FDA, los compuestos a sintetizar
presumiblemente inhibiran con alta especificidad a la transcriptasa inversa del VIH, lo cual
se vera reflejado en una inhabilitacion para la biosintesis de acidos nucleicos virales y por

lo tanto en el incremento de la eficacia del tratamiento.
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V. DISENO DE INVESTIGACION

A. Método.

1. Esquemas de sintesis.

Esquema |

il N G § o
— + —— ——— —
E0 c,e” ol ae” o™ ~o 0™

1 2
P

) B i

3
a. (1) 0°C 5 h, (2) TA 12 h; b. EXOH, K,CO,; ¢. CgHyCH,OH, TsOH, CyH,.

(o}
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H OH HO H,S0, H (o]
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Esquema Il
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a. (1) LDA, (2) H,NCSNH,; b. CICH,CO,H, H,0
Esquema V
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Esquema VI.

o}
R & NH a
I+ L ——
o0 o R NTX

a. (1) HMDS, TMCS; (2) CF,S0,Si(CH,),

2. Evaluacion antiviral.

i
N
|
N'g)(

P

9. R = CH,; R'= CH(CH,),; X=S.
10. R = CHy; R'= CH(CH,);; X= 0
11.R=Ph; R’= CH(CH,); X=0
12.R=CHyR'=|; X=0
13.R=Ph; R=1; X=0

La evaluacion antirretroviral se realizé con el Kit comercial Cavidi que contiene

nucledtidos y a la enzima transcriptasa inversa del VIH.

1. Material

g @

2 S S - -

5o

-

—_

m.

B. Material

Matraces

Vasos de precipitados
Equipos de destilacién
Placas de agitacion
Canastillas de calentamiento
Agitadores magnéticos
Embudos biichner
Embudos de separacion
Refrigerantes

Bafios de hielo
Termdmetros

Papel filtro

Kit Lenti-RT Activity KIT.
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2. Equipo

a. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
Espectrometro Bruker 300, espectrometro Jeol GSX 270 y espectrometro Jeol
Eclipse 400.

b. Infrarrojo (IR).
Espectrémetro Perkin Elmer 16F PC.

c¢. Espectrometria de masas.

Espectrometro Hewlett Packard 5989 A.

d. Espectrofotémetro.

Benchmark Microplate Reader.

e. Rayos X.
Difractometro Enraf-Nonius Kappa CCD.

f- Analisis elemental.

Analizador Thermo Finnigan Flash 1112.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

A. Sintesis de los compuestos
La primera parte de este trabajo se centra en la sintesis convergente de los

inhibidores no analogos de nucleodsidos, 9-13 (Esquema VI).

1. Sintesis de 3,3-dietoxipropanoato de etilo y 3,3-dibenciloxipropanoato de etilo

(Esquema I).

Para lograr la sintesis de los compuestos, se obtuvo en primer lugar el 3,3-
dietoxipropanoato de etilo (2), segin la técnica reportada por Tietze y colaboradores,”® la

ruta sintética trazada se muestra en el siguiente esquema.

I S T N
o o7 s oe” oS

2 1

El primer paso de esta serie de reacciones consiste en la acilacion (por parte del
cloruro de tricloroacetilo) de un éter de enol (éter etilvinilico), la cual se llevé a cabo
manteniendo la temperatura a 0 °C durante cinco horas dado que la reaccion es exotérmica.
Adicionalmente, esta reaccion, se mantuvo a temperatura ambiente durante 12 horas, esto
con el fin de incrementar el rendimiento. El exceso de éter etilvinilico se separd de la
mezcla de reaccién por medio de vacio, terminada la separacion del éter, se continud con la
reaccion de deshidrohalogenacion (segundo paso), ésta se logré elevando la temperatura y
aplicando vacio, una vez terminada esta reacciéon de eliminacion, el producto comenzoé a
destilar, obteniéndose un liquido amarillo claro con punto de ebullicion de 84-86 °C a | mm
de Hg correspondiente a 1,1,1-tricloro-4-etoxi-3-buten-2-ona (1) que fue identificado por

resonancia magnética nuclear de 'H.
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Las sefiales observadas en '"H RMN (Figura 8) fueron: una sefial triple a 1.39 ppm
con una constante de acoplamiento de 7 Hz que corresponde a los tres hidrégenos
metilicos, un cuarteto a 4.09 ppm con una constante de acoplamiento de 7 Hz
correspondiente a los dos hidrégenos metilénicos y por ultimo, a campo bajo, dos sefiales
dobles que corresponden a los dos hidrégenos vinilicos; el doblete de 6.14 ppm para el
hidrégeno del carbono o al grupo carbonilo y otro doblete a 7.84 ppm para el hidrégeno del
carbono f3, ambas con una constante de acoplamiento de 12 Hz, lo que indica una isomeria

geométrica trans.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H para 1,1,1-tricloro-4-etoxi 3-buten-2-ona (270 MHz, CDCl;).
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El tercero y ultimo paso para la obtencion del 3,3-dietoxipropanoato de etilo (2) fue
la reaccién del haloformo seguida por una reaccion de adicion de etanol al doble enlace de
la cetona conjugada obtenida del paso anterior, lo cual se llevé a cabo agregando carbonato
de potasio y etanol a la 1,1,1-tricloro-4-etoxi-3-buten-2-ona a temperatura ambiente. Para
aislar el producto, a la mezcla de reaccion se le adiciono hexano y se filtré a vacio, el sélido
se enjuago con cloruro de metileno y el filtrado se concentré en rotavapor, finalmente el
producto se purifico mediante destilacién a presion reducida (1 mm de Hg), obteniéndose
un liquido transparente con punto de ebullicion de 58-60 °C correspondiente al 3,3-

dietoxipropanoato de etilo (2).

Para este compuesto se observaron las siguientes sefiales de hidrégeno (Figura 9) en
RMN: una seiial triple en 1.15 ppm para los seis hidrogenos metilicos del grupo acetal y
otra sefial triple en 1.21 ppm para los tres hidrégenos metilicos del grupo funcional éster,
ambos tripletes con una constante de acoplamiento de 7 Hz; una seifial doble en 2.6 ppm,
con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para los dos hidrogenos del metileno ubicado
entre el grupo acetal y el éster; dos dobles de cuartetos entre 3.4 y 3.7 ppm para los cuatro
hidrégenos metilénicos del grupo acetal; una sefial correspondiente a un cuarteto en 4.1
ppm con una constante de acoplamiento de 7 Hz, para los dos hidrégenos metilénicos del
éster y una seiial triple en 4.9 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para el

hidrégeno metinico del metino que soporta al grupo acetal.

En la Figura 10 se muestra el espectro de RMN de "°C, en el cual se observé una seiial
a 14.2 ppm para el metilo del grupo éster, una sefial en 15.3 ppm para los metilos del grupo
acetal, una sefial en 40 ppm para el metileno ubicado entre el grupo acetal y el éster, una
sefial en 60.5 ppm para el metileno del éster, una sefial en 61.9 ppm para los dos metilenos
del grupo acetal, una sefial en 99.7 ppm para el metino que soporta al grupo acetal y

finalmente una sefial a 170 ppm para el carbonilo del éster.

Facultad de Estudios Superiores Zaragora UNAM



29

7.2451

2 |
/a\ojg\(el.\o/z\
7 1
i
3H-7
2H-4
2H-6
H-3 4H-2
|
7.0 60 s'.o' L 4.0 :|'|;=I _‘.n. 20 "_ 10 [}
ez %3 £ne 12 780z B
2 3% R %5 ikchele g

Figura 9. Espectro de 'H RMN para 3,3-dietoxipropanoato de etilo (270 MHz, CDCl;).
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Figura 10. Espectro de '>C RMN para 3,3-dietoxipropanoato de etilo (67.5 MHz, CDCl,).
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La asignacién inequivoca de estas seifiales fue realizada por la técnica espectroscdpica

en RMN de correlacion heteronuclear, HETCOR (Heteronuclear Correlation), entre los

niicleos de 'H y '°C, figura 11.
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Figura 11. Espectro HETCOR 'H-">C RMN para 3,3-dietoxipropanoato de etilo (270 MHz, CDCl;).
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Para la sintesis del compuesto 3 se llevo a cabo la reaccion de transacetalacion del
compuesto 2, esto se logrd agregando alcohol bencilico al 3,3-dietoxipropanoato de etilo en
presencia de acido p-toluensulfénico y como disolvente benceno, obteniéndose el 3,3-

dibenciloxipropanoato de etilo (3).

Pt o 0/\ /'\

TSOH, c,
2

En este punto es importante sefialar que el calentamiento de la mezcla es un punto
critico en la reaccion ya que, si el calentamiento es excesivo, la materia prima se
descompone dando lugar al compuesto de eliminacién (compuesto o, B insaturado), esto se
debe a que el grupo benciloxi es mejor grupo saliente que el grupo etoxi del acetal. Debido
a este problema con el calentamiento, y ya que la reaccion es casi completa, el compuesto 3
se utilizé sin purificacion posterior a la extraccion en medio ligeramente basico (pH 8),

para la eliminacion del alcohol bencilico que no reaccioné.

El compuesto obtenido muestra en RMN de 'H (Figura 12) una seial triple en 1.24
ppm, con una constante de acoplamiento de 7 Hz, correspondiente a los hidrégenos
metilicos; una sefial ABM entre 2.7 y 2.9 ppm, con constantes de acoplamiento Jgem de 16
Hz y una *Jayde 6 Hz, para los dos hidrégenos metilénicos del metileno ubicado entre el
grupo acetal y el éster; un cuarteto en 4.15 ppm para los dos hidrégenos metilénicos del
éster; dos sefiales dobles, una en 4.62 ppm y otra en 4.72 ppm, ambas con una constante de
acoplamiento de 12 Hz, para los cuatro hidrégenos metilénicos del acetal; una sefial triple
en 5.26 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para el hidrgeno metinico del
metino que soporta al grupo acetal y una sefial miltiple en 7.35 ppm correspondiente a los

10 hidrégenos aromaticos.

En la Figura 13 se muestra el espectro de RMN de "°C del cual se observa una sefial en
14.3 ppm para el metilo, una seiial en 40.0 ppm para el metileno situado entre el éster y el

acetal, una sefial en 60.8 ppm para el metileno del éster, una sefial en 68.2 ppm para los
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metilenos del acetal, una sefial en 99.4 ppm para el metino que soporta al grupo acetal, los
carbonos aromaticos se encuentran entre 127 y 129 ppm y en 137.8 ppm, finalmente a

campo mas bajo se encuentra una sefial a 169.9 ppm para el carbonilo.
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Figura 12. Espectro de 'H RMN para 3,3-dibenciloxipropanoato de etilo (270 MHz, CDCl;)
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Figura I3. Espectro de *C RMN para 3,3-dibenciloxipropanoato de etilo (67.5 MHz, CDCL).
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2. Sintesis de metanoato de etilo y 3-metilbutanoato de etilo (esquemas II y III).

Por otro lado, para la obtencion de las bases pirimidinicas fue necesario sintetizar los

compuestos 4 y 5.
0

N

o]
e ———

R “OH H,S0,

El metanoato de etilo (4) se obtuvo mediante la esterificacion de Fischer del acido
metanoico (4cido férmico), con alcohol etilico en presencia de acido sulfirico como
catalizador a reflujo. El tiempo 6ptimo de reaccion se determiné monitoreando la reaccion,
mediante cromatografia en capa fina aplicando la reaccion contra la materia prima en un
sistema de elusion hexano-acetato de etilo 80:20 y con luz ultravioleta como revelador,

cada 30 minutos la primera hora y cada 15 minutos la siguiente hora.

Los datos espectroscopicos de RMN de 'H (Figura 14) para el metanoato de etilo son:
una sefial triple en 1.25 ppm, con una constante de acoplamiento de 7 Hz, para los
hidrégenos metilicos, un cuarteto en 4.17 ppm, con una constante de acoplamiento de 7 Hz,
para los hidrogenos metilénicos y una sefial simple en 7.99 ppm para el hidrogeno del

carbonilo.

De la misma manera, el 3-metilbutanoato de etilo (5) se obtuvo mediante la
esterificacion de Fischer del acido 3-metilbutanoico con alcohol etilico a reflujo en
presencia de acido sulfiirico como catalizador. El tiempo optimo de reaccion se obtuvo de

la misma manera que para el compuesto 4.

El anilisis espectroscépico por RMN de 'H (Figura 15), para el compuesto 5 es: una
sefial doble en 0.9 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para los seis
hidrégenos metilicos del grupo isobutilo; una seifial triple en 1.2 ppm, con una constante de
acoplamiento de 7 Hz para los tres hidrogenos metilicos del éster; una sefial muiltiple en

2.07 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para el hidrogeno metinico del
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grupo isobutilo; una sefial doble en 2.12 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz,
para los hidrogenos metilénicos del metilo del grupo isobutilo y un cuarteto en 4.07 ppm,

con una constante de acoplamiento de 7 Hz, para los hidrogenos metilénicos del éster.
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Figura I4. Espectro de 'H RMN para metanoato de etilo (270 MHz, CDCl;)

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM



6H-1
e 4 0756
3H-6
2H-3
2H-5
H-2
/ I
J B %, =5 /I zll'- = LY

s = = - gy

Figura 15. Espectro de "H RMN para 3-metilbutanoato de etilo (270 MHz, CDCl,).
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3. Sintesis de 5-isopropil-2-tioxouracilo y 5-isopropiluracilo (esquema IV).

Para la obtencion de la base pirimidinica, 5-Isopropil-2-tioxouracilo, 6 se llevd a cabo

inicialmente una condensacion de Claisen cruzada entre los ésteres 4 y 5.

0
o (o]
| RET O G T B
H 0 07N 2 H,NCSNH, NS
4 5 6

Para lograr ésta condensacion, se utilizé como base para sustraer el hidrégeno alfa al
grupo carbonilo del 3-metilbutanoato de etilo, diisopropilamiduro de litio (LDA) a baja
temperatura y en condiciones anhidras. Una vez formado el carbanion del 3-metilbutanoato
de etilo, se le adicioné lentamente una solucién de metanoato de etilo en éter etilico seco,
esto permitio obtener el 2-formil-3-metilbutanoato de etilo, el cual se encuentra en
equilibrio con su forma endlica, (Figura 16). Cabe mencionar que este compuesto no fue
aislado, dada su baja estabilidad, sino que el producto crudo de la reaccion anterior se
trabajo inmediatamente (in situ) haciéndolo reaccionar con tiourea a reflujo para formar el
anillo de pirimidina por adicién 1,4 del grupo amino de la tiourea a la forma endlica del 2-
formil-3-metilbutanoato de etilo (esto es porque tedricamente en este compuesto el
equilibrio esta desplazado hacia la forma endlica), seguida de la sustitucion nucleofilica del
grupo etoxi en el éster por el segundo dtomo de nitrégeno de la tiourea. Adicionalmente,
dado el medio basico y el disolvente protico, el alcohol intermediario, se deshidrata para
dar el compuesto 6 como una sal de litio. Finalmente la acidificacion del medio de reaccion

con acido sulfiirico permitio la obtencién de 6.

o o>
~—— ] IH
0% H g

Figura 16. Equilibrio formil-enol para el 2-formil-3-metilbutanoato de etilo.

La Figura 17 muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 6 del cual la
asignacion de las sefiales se da a continuacion. Una sefial doble en 1.06 ppm, con una

constante de acoplamiento de 7 Hz para los dos metilos del sustituyente isopropilo en la
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posicion cinco del anillo de la base pirimidinica, una sefial séptuple en 2.71 ppm, con una
constante de acoplamiento de 7 Hz para el hidrogeno del metino del isopropilo, una sefial
doble en 7.09, con una constante de acoplamiento de 6 Hz para el hidrogeno en posicion
seis y dos sefiales anchas, una en 12.20 y la otra en 12.38 ppm para los hidrégenos amidico

e imidico, respectivamente.
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Figura 17. Espectro de 'H RMN para 5-isopropil-2-tioxouracilo (270 MHz, DMSO).
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El espectro RMN de °C (Figura 18) muestra una sefial en 21.4 ppm para los carbonos
metilicos del sustituyente isopropilo, una sefial en 25.9 ppm para el metino del grupo
isopropilo, una sefial en 124.1 ppm para el carbono cuaternario del anillo de pirimidina, una
sefial en 136.6 ppm para el metino del anillo, una sefial para el carbonilo en 161.6 ppm y

finalmente la sefial de 174.9 ppm para el carbono que soporta al azufre.
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Figura 18. Espectro de ’C RMN para 5-isopropil-2-tioxouracilo (67.5 MHz, DMSO).

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM



4]

La obtencion del espectro HETCOR (Figura 19) permitio la asignacion inequivoca de

las sefiales de carbono-13.
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Figura 19. Espectro HETCOR "H-">C RMN para S-isopropil-2-tioxouracilo (270 MHz, DMSO).
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La obtencién del espectro de masas (Figura 20) por impacto electronico confirmo la

estructura asignada al compuesto 6, m/z 170 (M").
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Figura 20. Espectro de masas para 5-isopropil-2-tioxouracilo.
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La obtencion del compuesto 7, 5-Isopropiluracilo, se logré mediante el intercambio
del atomo de azufre por oxigeno por hidrélisis de 6 con acido cloroacético en agua a

reflujo.
(0]

NH CICH COH l i
N 0
H

6 7

El espectro de RMN de 'H se muestra en la figura 21 del cual se puede apreciar que no
existe gran diferencia entre los espectros de hidrégeno para los compuestos 6 y 7. Se
observa una sefial doble en 1.04 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz para los
seis hidrégenos metilicos del suétituycnte isopropilo, una sefial séptuple en 2.68 ppm, con
una constante de acoplamiento de 6 Hz, para el hidrégeno del metino del mismo isopropilo,
una sefial doble en 7.05 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, para el hidrogeno
en posicion seis de anillo de pirimidina y dos seiiales anchas en 10.62 y 10.97 ppm para los

hidrégenos sobre los atomos de nitrégeno.

Al observar la sefial alrededor de 7 ppm se observa que presenta una multiplicidad de
doblete para los compuestos 6 y 7, lo cual no es muy claro porque ese hidrogeno se ubica
en la posicion seis del anillo de pirimidina y en posicién cinco se tiene un carbono vinilico
cuaternario, es decir, no existe algin hidrégeno a tres enlace con el cual pueda acoplarse.
Lo anterior se demuestra si se comparan los espectros de hidrégeno del uracilo con el de la
base pirimidinica llamada timina (5-metiluracilo); el primero muestra para el hidrégeno en
cuestion una sefial doble en 7.4 ppm, con una constante de acoplamiento de 8.4 Hz y la
timina muestra, para ese hidrégeno, un desplazamiento quimico de 7.1 ppm pero la sefial es

un singulete.

Para aclarar la razén por la cual ese hidrégeno da un acoplamiento se recurrié a la
técnica espectroscopica en RMN de correlacion homonuclear, COSY (Correlation
Spectroscopy), entre 'H y 'H, ver Figura 22, con lo cual se encontré que la multiplicidad de

la sefial se debe al acoplamiento del hidrégeno seis con el hidrogeno amidico de la base.
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Figura 21. Espectro de 'H RMN para 5-isopropiluracilo (270 MHz, DMSO).
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Figura 22. Espectro COSY para 5-isopropiluracilo (300 MHz, DMSO).
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En el espectro de RMN de '°C (Figura 23) se percibe diferencia entre los
desplazamientos quimicos del carbonilo de la tiocetona 6 y este compuesto. La asignacion
de las sefiales son: una sefial en 21.9 ppm para los carbonos metilicos del sustituyente
isopropilo, una sefial en 25.6 ppm para el metino del grupo isopropilo, una sefial en 118.4
ppm para el carbono cuaternario del anillo de pirimidina, una sefial a 136.4 ppm para el
metino del anillo, una seiial para el carbonilo, que en 6 soportaba al azufre, en 151.7 ppm y

finalmente el otro carbonilo en 164.6 ppm.
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Figura 23. Espectro de C RMN para S-isopropiluracilo (67.5 MHz, DMSO).
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De la misma forma que para el compuesto 6 la obtencion del espectro de masas

(Figura 24) confirmé la obtencién de 7, m/z 154 (M").
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Figura 24. Espectro de masas para 5-isopropiluracilo.
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4. Sintesis de 5-yodouracilo (esquema V).

La sintesis del compuesto 8 (5-Yodouracilo) se llevo a cabo por yodacion del uracilo

con yodo molecular en presencia de acido nitrico.

En este caso, el 4cido nitrico funciona como un agente oxidante dada la reaccion de la

Figura 25.
H* + HNO, + %1, — |* + NO, + H,0
Figura 25. Reaccion de oxidacioén del yodo con acido nitrico.

Una vez formado el i6n yodonio, éste funge como electrofilo y dado que el doble
enlace de la base pirimidinica es nucleofilico se forma el intermediario que contiene al i6n

yodonio ciclico (carbocation no clasico) mostrado en la Figura 26.

Figura 26. Intermediario ciclico para la yodacién del uracilo.

El ataque nucleofilico del par electrénico del nitrégeno amidico en el intermediario
que se muestra en la Figura 26, seguido por una reaccion de eliminacién permite la

obtencion de 8.

En la figura 27 se muestra el espectro de RMN de 'H para 5-yodouracilo el cual
presenta una sefial en 7.88 ppm para el hidrogeno de la posicién seis del anillo de
pirimidina y las dos seifiales para los hidrogenos sobre atomos de nitrégeno, en 11.16 y

11.40 ppm.
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Figura 27. Espectro de 'H RMN para S-yodouracilo (270 MHz, DMSO).
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En el espectro de RMN de Yc (Figura 28) se observan las sefiales para tres carbonos
de la molécula: una seiial en 147.5 ppm para el carbono seis del anillo de pirimidina y las
dos sefiales para los dos grupos carbonilos de la molécula, uno en 151.8 ppm y el otro en

162.0 ppm. El carbono vinilico cuaternario no se observo.
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Figura 28. Espectro de *C RMN para 5-yodouracilo (67.5 MHz, DMSO).
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La obtencion de este compuesto se corrobord con la obtencion del espectro de masas
por impacto electrénico (Figura 29) ya que se observa un ién molecular de 238 (M") y se
observa una pérdida en el ién molecular de 127 que corresponde a la fragmentacion y

liberacion de yodo.

Una vez obtenidas las tres bases nitrogenadas (6-8) se procedio a su acoplamiento con
los compuesto 2 y 3 para obtener las series alifatica y aromatica, respectivamente, de los no
andlogos de nucledsidos.
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Figura 29. Espectro de masas para 5-yodouracilo.
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5. Sintesis de inhibidores no analogos de nucledsidos (esquema VI).

La obtencién de los compuestos finales (9-13) se logré a través del acoplamiento de 2

6 3 con la base nitrogenada correspondiente (6, 76 8).

El acoplamiento entre el 3,3-dietoxipropanoato de etilo o el 3,3-dibenciloxipropanoato
de etilo con las bases nitrogenadas se llevé a cabo bajo condiciones de Vorbriiggen® *°.
Previo a esta reaccion es necesario sililar la base nitrogenada para funcionarizarla y asi
lograr que ésta sea mas nucleofilica y ademas que sea soluble en el disolvente utilizado en

esta reaccion (1,2-dicloroetano).

La reaccioén de funcionalizacion de la base nitrogenada se llevé a cabo calentando a
reflujo por 5 horas la base con un exceso de 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (HMDS), en
presencia de cloruro de trimetilsilano. El mecanismo general de reacciéon propuesto se

muestra en la Figura 30.

o Si(CH,), /\ Si(CHy); O—Si(CH,),

Rb\[“tnn (CH)Si—NH R | N (CH,),SiNH,* R'\f\\w
& X HN—SI(CH,),
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H \_/

N N
H H

—Si(CH,), —Si(CH,),
R’ Sy R or
H,N—Si(CH
N/J\x' CI-Si(CH;), )\x—SuCH,), + o

Figura 30. Mecanismo de reaccion propuesto para la sililacion de las bases nitrogenadas.

El exceso de HMDS se adiciona para que éste mismo funcione como disolvente, cabe
sefialar aqui que la base nitrogenada es insoluble en HMDS y cuando ésta se silila se
solubiliza en HMDS. Ademas es importante mencionar que la base sililada es muy sensible

a la humedad por lo que hay que mantener la reaccion bajo condiciones anhidras, sellando
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muy bien todas las posibles entradas de humedad. El exceso de HMDS se elimind

aplicando vacio y un ligero calentamiento (40 °C).

Para la obtencion de los compuestos 9-13 se llevo a cabo la reaccion de sustitucion
nucleofilica de uno de los grupos alcoxi de los compuestos 2 ¢ 3 por la base pirimidinica
correspondiente, utilizando trifluorometansulfonato de trimetilsililo como catalizador
(condiciones de Vorbriiggen), a temperatura ambiente. El mecanismo general de reaccion
propuesto se muestra en la Figura 31. Cabe sefialar que las bases sililadas fueron utilizadas

in situ en esta reaccion.
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Figura 31. Mecanismo de reaccion propuesto para la sustitucién nucleofilica del grupo

alcoxi por la base nitrogenada.

El tipo de sustitucién propuesto para esta reaccion es bimolecular dado que las
condiciones de reaccion establecidas (no polares) no permiten la formaciéon de un
carbocation que pueda ser estable. Otro argumento para sostener esta propuesta es que la
obtencion del compuesto en el cual estaria acoplado el 3,3-dibenciloxipropanoato de etilo

con el 5-isopropil-2-tioxouracilo no se logré. Esto probablemente se deba a que el atomo de
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azufre es mas polarizable que el atomo de oxigeno y eso disminuya la nucleofilicidad del
nitrégeno que actiia como nucledfilo, formandose un episulfuro como el que se muestra a

continuacion.

“d]

'S

Por otro lado, el atomo de azufre es considerablemente mas grande que el atomo de
oxigeno, aunado a que el sustrato tiene dos anillos aromaticos, lo que hace que exista una
interaccion estérica que no favorece al estado de transicion bimolecular ya que el nitrégeno
de la base no puede acercarse lo suficiente para reaccionar con el sustrato. Estos hechos

sustentan la propuesta del mecanismo bimolecular.

En la Tabla 1 se muestran los rendimientos, el tiempo de reaccion y el estado de

agregacion de los compuestos 9-13.

Tabla 1. Tiempo de reaccién, rendimiento y estado fisico de los compuestos 9-13.

Compuesto Tiempo de reaccion (h) Rendimiento (%) Estado fisico
9 72 85.4 Sélido
10 70 93.2 Aceite
11 55 90.6 Aceite
12 46 96.3 ' Sélido
13 36 83.8 Sélido

Como se observa en la Tabla 1 los rendimientos en general son buenos, aunque el
tiempo de reaccion es muy largo. Tratando de reducir el tiempo, se hicieron estudios de la
reaccion variando la temperatura. Se encontrd que a una temperatura de -78 °C la reaccion
no procede, de hecho ésta comienza cuando se alcanza la temperatura ambiente. Cuando se
calienta la reaccion a una temperatura mayor 40 °C predomina el producto de eliminacién
(compuesto o, B insaturado) sobre el producto de sustitucion nucleofilica. Estos dos
productos coexisten en la reacciéon ya que el producto colateral de eliminacion se ve

favorecido al incrementar la temperatura. Debido a este problema, se decidi6 llevar a cabo
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las reacciones a temperatura ambiente aunque los tiempos de reaccion fueran largos. Para
determinar el tiempo optimo de reaccion cada una de ellas fueron monitoreadas por RMN
de 'H dado que los Rf de los compuestos (9-13) son muy similares a los de la materia prima

y no se alcanza a diferenciar por medio de cromatografia en capa fina.

La purificacion de los compuestos se realizo, para el caso de los compuestos solidos,
por cristalizacién con cloruro de metileno-hexano. Para el caso de los compuestos aceitosos
se intento recristalizarlos sin éxito, por lo que después de la evaporacion de los disolventes,

los compuestos quedaron en forma de aceite.
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a. Serie alifatica.

Los datos espectroscépicos de RMN de 'H (los espectros de RMN 'H, RMN “C y
HETCOR 'H-"C se exponen en el apéndice de esta tesis) se enlistan en la Tabla 2. Se
muestran los desplazamientos quimicos (8), en ppm, la multiplicidad de las sefiales entre
paréntesis -simple (s), doble (d), doble de dobles (dd), triple (t), cuadruple (q), séptuple (st),

multiple (m)- y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

9. R =i-Pr,X=5
10.R =i-Pr,X=0
122.R’' =1, X=0

Tabla 2. Datos espectroscépicos de 'H RMN para los compuestos de la serie alifitica en CDCl; y con

TMS como estiandar interno.

Compuesto H1 H2 H3 Hda H4b H6 H7 HS R’ NH

5122(1) 8361(9) 5674(dd) 52.71(dd) 5421 5128() 5731 9.42

9 =1 W=7 yp=366 ;=878 # @ =1 s * 6
Nya=878 My =1537 =7

5120() 5352 (q B5605(dd)  52.70(dd) 52.75(dd) 5414 5124() 5710 8.82

10 =7 =7 Mya=544  g3=544  uy=767 (@ =1 s
Nn=767 pm=1534  Ua=1534 J=7

§121(1) 63.58(q 6 6.01 (dd) §2.72 (dd) §2.77 (dd) 54.17 51.25() &7.79 9.46

12 =7 =T =512 y=5102 g, =732 ) =7 s

My=732  Mpem=1537 Uy =1537  J=7

* La sefial a & 2.98 (m) para este hidrégeno diasterotopico se encuentra traslapada con el CH del
isopropilo.

** Los datos para el sustituyente isopropilo en este compuesto se presentan a continuacién: & 2.98 (m)
para CH, & 1.18 (d) para los 2CHj; con *J=6Hz

*** Los datos para el sustituyente isopropilo en este compuesto se presentan a continuaci6n: & 2.90 (st)
para CH con *J = 6 Hz; § 1.15 (d) para los 2CH; con ] = 6 Hz.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM



57

Analizando los datos de la Tabla 2 se pueden apreciar las diferencias entre el espectro
del compuesto 2, que es la materia prima (ver Figura 9), con los compuestos 9, 10 y 12, con
los cuales el sustrato es el mismo, ahora ya con la base pirimidinica acoplada. En general
las diferencias mas significativas son: la sefial que antes aparecia en 4.9 ppm, con una
constante de acoplamiento de 6 Hz, la cual pertenece al hidrégeno metinico que soportaba
al grupo acetal y que presentaba una multiplicidad triple, por estar acoplado al metileno
adyacente (ubicado entre el grupo acetal y el éster); ahora se presenta en un desplazamiento
quimico a campo mads bajo, en 6.01, 6.05 y 6.74 ppm para 12, 10 y 9, respectivamente, esto
se debe al efecto de desproteccion electrénica que ejerce la base pirimidinica en ese
hidrégeno. También se observa cambio en la multiplicidad de esta sefial, ya que para 9, 10
y 12 se presenta como un doble de dobles, a causa de la pérdida de la simetria que existe
en 2. La otra diferencia significativa es que el metileno adyacente al metino da claramente
una sefial doble de dobles para cada hidrégeno del metileno, esto es porque el metino ahora
es un centro de quiralidad y por lo tanto los hidrégenos del metileno contiguo son
diasterotopicos. La sefial ABM aparece como doble de dobles por el acoplamiento con el
hidrégeno del metino y con el geminal. Cabe sefialar que el desplazamiento quimico de
esos hidrogenos diasterotopicos no cambia significativamente con respecto al de la materia

prima.

La existencia de las bases pirimidinicas en estos compuestos se puede garantizar por la
presencia de las sefiales propias de la base las cuales son: la sefial simple que aparece entre
7.1 y 7.8 ppm que es el hidrogeno de la posicion seis del anillo de pirimidina, la sefal
ancha entre 8.8 y 9.5 ppm para el hidrégeno imidico. Ademas para los compuestos 9 y 10

estan presentes las sefiales caracteristicas para el grupo isopropilo.

Por otro lado, las sefiales para los metilos y metilenos del grupo funcional éster se
conservan, tanto en desplazamiento quimico como en multiplicidad (con constantes de
acoplamiento iguales), en tanto que para las sefiales del ahora éter (antes acetal) la
multiplicidad de los metilenos ahora se simplifica, ya que en la materia prima son dobles de
cuartetos y ahora al existir sélo la mitad del grupo acetal, aparece s6lo un cuarteto para los

metilenos, sin embargo el desplazamiento quimico se conserva. Por lo que respecta al
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metilo de esta porciéon de la molécula, no presenta cambio alguno en desplazamiento

quimico, multiplicidad, ni en constante de acoplamiento.

Los datos espectroscopicos de RMN de ">C para estos compuestos (9, 10 y 12) se

enlistan en la Tabla 3. Los desplazamientos quimicos (&), se dan en ppm.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (5), en ppm, de RMN de ’C para los compuestos de la serie

alifatica en CDCl; y con TMS como estandar intemno.

Compuesto Cl1 C2 C3 C4 Cs Cé c7 Ccs8 c9 Cl0 Ci11 R’

9 143 66.1 874 397 1683 613 148 1335 1270 1594 1743 *
10 142 653 816 404 1683 612 14.8 1326 1220 1504 1629 **
12 142 659 825 404 1682 614 148 1438 e 1504  160.1

*El desplazamiento quimico para el sustituyente isopropilo en este compuesto se da a continuacion: 26.3 para el
CH, 21.30 para los 2CH,.

** El desplazamiento quimico para el sustituyente isopropilo en este compuesto se da a continuacion: 25.9 para el
CH, 21.7 para los 2CH,.

***E| desplazamiento quimico para este carbono no se reporta porque la seital no aparece en el espectro de "'C,
para explicacion ver el texto

En la Tabla 3 se puede observar, con respecto a la materia prima (ver Figura 10), que
la parte del éster aun esta presente ya que, en todos los casos, aparece la sefial del carbonilo
del éster, en alrededor de 168 ppm, ademas del metilo, en alrededor de 14.7 ppm, y el
metileno en 61 ppm. También se observa que la parte del éter (antes acetal) se conserva ya
que aparecen las sefiales asignadas al metilo y metileno, en alrededor de 14.2 y 66 ppm,
respectivamente. La sefial mas caracteristica para manifestar que la base pirimidinica esta
acoplada a la materia prima es la del metino (C3), la cual cuando es soporte del acetal, en la
materia prima, muestra un desplazamiento quimico de aproximadamente 100 ppm y una

vez que la base se ha unido la sefial se desplaza hacia campo mas alto, entre 81 y 87 ppm.
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De la misma manera, la existencia de las bases pirimidinicas en estos compuestos se
puede garantizar por la presencia de las seiiales propias de la base: las sefiales extras en la
zona de carbonos con hibridacion sp’ debidas a los grupos carbonilos de la molécula, las
cuales no estan presentes en la materia prima. Cabe mencionar que la seiial esperada para el
carbono cuaternario vinilico (C9) en 12 no aparece en el espectro, esto tal vez se debe a que
el tiempo de relajacion de este carbono es muy lento dado que es un carbono cuaternario y
ademas soporta a un atomo muy grande y pesado, el yodo. Sin embargo, la estructura de 12
se confirmé por difraccién de rayos X (ver apéndice). Adicionalmente los compuestos 9 y
10 presentan dos sefiales extras en la zona de carbonos con hibridacién sp’ asignadas al

grupo isopropilo.
b. Serie aromatica.

El analisis espectroscopico se llevé a cabo de la misma manera que para los
compuestos alifiticos. Los datos espectroscipicos de RMN de 'H (los espectros de RMN
de 'H, C y HETCOR 'H-"C se exponen en el apéndice de esta tesis) se enlistan en la
Tabla 4. Se muestran los desplazamientos quimicos (8), en ppm, la multiplicidad de las
sefiales entre paréntesis -simple (s), doble (d), doble de dobles (dd), triple (t), cuarteto (q),
séptuple (st), mutiple (m)- y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

o
5

'IIGNH
ot N’A\\(

o
805 T30

1R =i-PrX=0
13R'=l, X=0

Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN de 'H para los compuestos de la serie aromética en CDCl; y con TMS

como estindar interno.

Compuesto HI Hia Hib H3 Hia Heb He H7 HE R NH

5732(m) 54.52(d) 54.63(d) 56.22 (4d) 52.74 (dd) 54.15() B131(y 8707 331(s)
1" UETH =12 Ypw=5.02 V=512 L] =7 VLS 0] =
Yy =805 My = 1537
5132(m)  5455(d)  BA6E(D) E6.15(dd) £2.73 (dd) 5283(dd) B4A8(q) B124() 5770 874
13 an2 =12 Yyu=5.12 Yy =512 Mas=132 =1 =7 [ (s)
ya=132 =537 M =1537

* La sefial 5 2.98 (m) para este hidrigy i ico aparece trask da con el CH del i propik

** Los datos para el susti isopropil s¢ presentan i idn: & 2.86 (s1) para CH,; 5 1.23 (d) para los 2CH,.
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Analizando los datos de la Tabla 4 de la misma manera que para los compuestos
alifaticos de la Tabla 2, se pueden apreciar las diferencias entre el espectro del compuesto
3, que es la materia prima (ver Figura 12), y para ese mismo compuesto pero ahora ya con
la base pirimidinica acoplada. En general las diferencias mas significativas son: la seiial que
antes aparecia en 5.26 ppm, con una constante de acoplamiento de 6 Hz, la cual estaba
asignada al hidrégeno metinico que soportaba al grupo acetal, presentaba una multiplicidad
triple, por estar acoplado al metileno adyacente (ubicado entre el grupo acetal y el éster);
ahora esa sefial muestra un desplazamiento quimico a campo mas bajo, aproximadamente
en 6.2 ppm, para ambos compuestos, esto es debido al efecto de desproteccion electrénica
que ejerce la base pirimidinica a ese hidrégeno. También se observa cambio en la
multiplicidad de esta sefial, ahora se presenta como un doble de dobles, a causa de la
pérdida de la simetria en los compuestos finales. La otra diferencia significativa es que el
metileno adyacente al metino arriba citado da una sefial doble de dobles, esto es porque el
metino ahora es un centro de quiralidad y por lo tanto los hidrégenos del metileno contiguo
ahora son diasterotopicos. El acoplamiento es con el hidrogeno del metino y con el
geminal. Cabe sefialar que el desplazamiento quimico de esos hidrogenos diasterotopicos

no cambia significativamente con respecto al de la materia prima.

La existencia de las bases pirimidinicas en estos compuestos se puede garantizar por la
presencia de las sefiales propias de la base las cuales son: la sefial simple que aparece entre
7.0 y 7.7 ppm que es el hidrégeno de la posicién seis del anillo de pirimidina, la sefial
ancha entre 8.3 y 8.8 ppm para el hidrogeno imidico. Ademas péra el compuesto 11 estin

presentes las sefiales caracteristicas para un grupo isopropilo.

Por otro lado, las sefiales para los metilos y metilenos del grupo funcional éster se
conservan, tanto en desplazamiento quimico, como en constantes de acoplamiento
(multiplicidad). Lo mismo sucede para las sefiales del ahora éter (antes acetal), se
conservan tanto en desplazamiento como en constantes de acoplamiento. Estas sefiales
como las de los hidrégenos aromaticos, tinicamente cambian en las integrales que son del

doble para la materia prima en comparacion con 11 y 13.
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Los datos espectroscopicos de RMN de "’C para estos compuestos aromaticos se

enlistan en la Tabla 5. Los desplazamientos quimicos (&), se dan en ppm.

BI 10 NH
0‘ N 11
1=Ph
/6\0 5 7 3 0,2\©
M. R =i-Pr,X=0
13.R'=l, X=0

Tabla 5. Desplazamientos quimicos (3), en ppm, de "*C RMN para los compuestos de la serie aromitica

en CDCl; y con TMS como estandar interno.

Compuesto C2 Cc3 C4 Cs Cé Cc7 cs8 cY Cci10 Ci11 Ph R’
i=136.0
11 724 B1.8 404 168.2 613 142 1329 121.9 150.1 162.6 0=1279
m=128.7 "
p=1286
i=135.6
13 73.0 825 404 168.0 614 14.2 143.9 e 150.0 1596 o=1284 _
m=128.8
p=1288

*El desplazamiento quimico para el sustituyente isopropilo en este compuesto se da a continuacion:
26.0 para el CH, 21.6 para los 2CH,.

** El desplazamiento quimico para este carbono no se reporta porque la sefial no aparece en el espectro
de "’C, para explicacion ver el texto.

En la Tabla 5 se puede observar que la parte del éster esta presente ya que, en todos
los casos, aparece la sefial del carbonilo del éster, en alrededor de 168 ppm, ademas del
metilo, en alrededor de 14.2 ppm, y el metileno en 61.4 ppm. También se observa que la
parte del éter (antes acetal) se conserva ya que aparecen las sefiales asignadas al metileno,
73 ppm, y también se observan los carbonos aromaticos (ipso, orto, meta y para). La seial
mas caracteristica para manifestar que la base pirimidinica esta acoplada a la materia prima

es la del metino (C2), la cual cuando es soporte del acetal, en la materia prima, muestra un
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desplazamiento quimico de aproximadamente 100 ppm y una vez que la base se ha unido la

sefial se desplaza hacia campo mas alto, aproximadamente a 82 ppm.

De igual forma, la existencia de las bases pirimidinicas en estos compuestos se puede
garantizar por la presencia de las sefiales propias de la base: las sefiales extras en la zona de
carbonos sp’ debidas a los grupos carbonilos de la molécula, las cuales no estan presentes
en la materia prima, cabe mencionar que la sefial esperada para el carbono cuaternario
vinilico (C8) en 13 no aparece en el espectro, esto tal vez se debe, como en el compuesto
alifatico correspondiente, a que el tiempo de relajacién de este carbono es muy lento dado
que es un carbono cuaternario y ademas soporta a un atomo muy grande y pesado, el yodo.
Adicionalmente el compuesto 11 presenta dos sefiales extras en la zona de carbonos sp’

asignadas para el grupo isopropilo.

Para ratificar la obtencién de los compuestos 9-13 se obtuvieron los espectros de

masas correspondientes (Tabla 6). En todos ellos se observé el ion molecular esperado.

Tabla 6. Datos de espectrometria de masas para los compuestos 9-13.

Compuesto m/z
9 314[M'] 170 145 71 43
10 298 [M'] 154 145 71 43
11 361 [M*+H] 153 91
12 382[M'] 238 154 71 43
13 444[M77 238 91
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B. Ensayos antirretrovirales in vitro.

La segunda parte de este trabajo se encauzo a la evaluacion de la actividad
inhibitoria de los compuestos sintetizados, denominados inhibidores no analogos de

nucleésidos, compuestos 9-13, con respecto a la T del VIH.

Este ensayo, in vitro, sobre la cuantificacion de la actividad inhibitoria, se efectué

haciendo uso del kit denominado Lenti-RT™ activity assay. Este kit tiene la ventaja de que

es un método no radiactivo y con alta sensibilidad para medir la actividad de la TI.

El procedimiento para la cuantificacion de la actividad de la TI se ilustra en la

Figura 32, éste consiste en dos pasos: la reaccion de la TI y la cuantificacién del producto.

- ii "

: o R

FNFE pNB

| 1= [ =1 |

PASO 1 PASO 2

Figura 32. Representacion esquematica del procedimiento para la cuantificacion de la actividad de la

Tl del VIH

La TI en la muestra sintetiza una cadena de ADN a partir de una cadena molde y de
un “primer” inmovilizado. Entonces se adiciona Bromodesoxyuridinatrifosfato (BrdUTP) a
la mezcla de reaccidn, por lo cual la cadena sintetizada lleva incorporados nucleétidos de

Bromodesoxiuridinamonofosfato (BrdUMP).

El nucleétido BrdUMP incorporado se puede cuantificar con un producto trazador
para la TI (el nucledsido Bromodesoxiuridina -BrdU— unido a un anticuerpo conjugado con

fosfatasa alcalina), AB-PA en la Figura 32.
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La actividad de la fosfatasa (el trazador) se mide al adicionar un sustrato para esa
enzima, el p-nitrofenil fosfato (p-NFF), a la mezcla de reaccion. Al ser hidrolizado el p-
NFF, se desarrolla color por lo cual, es posible realizar la cuantificacion
espectrofotométricamente en la region visible del espectro electromagnético, a 405 nm. La

actividad de la fosfatasa es entonces proporcional a la actividad de la TL

Lo anteriormente descrito se utiliza para la cuantificacién de la actividad de la TI.
En este caso, para determinar el efecto de los compuestos sintetizados, éstos fueron
adicionados a la mezcla de reaccion en el primer paso de la reaccion con la TI. Con esto se
determina la inhibicion de la funcién enzimatica (al inhibir la incorporacién de BrdUTP).
Como referencia se utilizé el farmaco denominado nevirapina (un inhibidor no analogo de

nucleésido), el cual es utilizado en la terapia combinada para el tratamiento del SIDA.

En la Tabla 7 se muestra los resultados de las absorbancias de tres determinaciones,
obtenidas para el farmaco nevirapina. Estos datos estan corregidos con respecto a un blanco

de reactivos el cual dio una lectura de 0.0062 unidades de absorbancia.

Tabla 7. Lectura de absorbancia para la actividad enzimatica de la TI a diferentes
concentraciones de nevirapina.

Concentracién (uM) Absorbancias
1000.00 0.0165 0.0161 0.0163
100.00 0.0539 0.0530 0.0530
10.00 0.2049 0.2047 0.2048
1.00 0.6212 0.6214 0.6213
0.10 1.1620 1.1616 1.1618
0.01 1.2925 1.2930 1.2929

La lectura de absorbancia para el caso en el cual la actividad enzimatica es 100 %,
es decir la reaccion de la TI en la cual no se adicion6 ningin tipo de inhibidor es en
promedio de 1.456 unidades, asi, tomando este valor como 100 % de actividad se calculd el
porcentaje de actividad de la enzima a cada concentracion de nevirapina (Tabla 8). La

grafica de la actividad enzimatica vs concentracion se muestra en la Figura 32,
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Tabla 8. Datos de actividad enzimatica de la TI a diferentes concentraciones de nevirapina.

Concentracion (uM) Actividad enzimatica (%)
1000.00 1.1381 1.1105 1.1243
100.00 3N 3.6557 3.6557
10.00 14.1330 14.1192 14.1261
1.00 42.8473 42.8611 42.8542
0.10 80.1490 80.1214 80.1352
0.01 89.1502 89.1847 89.1778
100
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Figura 32. Grafica de actividad enzimatica de la T1I a diferentes concentraciones de nevirapina.

Para obtener los resultados del porcentaje de inhibicion, los resultados del
porcentaje de actividad fueron restados de 100 %, ya que la suma del porcentaje de
actividad enzimatica mas el porcentaje de inhibicion son iguales al 100 %. Asi, se
obtuvieron los datos de la Tabla 9 y con esos resultados se obtuvo la grafica de inhibicion

enzimatica vs concentracién (Figura 33).
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Tabla 9. Datos de inhibicion enzimatica de la TI a diferentes concentraciones de nevirapina.

Concentracién (uM) Inhibicion enzimatica (%)
1000.00 98.8619 98.8895 98.8757
100.00 96.2823 96.3443 96.3443
10.00 85.8670 85.8808 85.8739
1.00 57.1527 57.1389 57.1458
0.10 19.8510 19.8786 19.8648
0.01 10.8498 10.8153 10.8222
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Figura 33. Grafica de inhibicion enzimatica de la TI a diferentes concentraciones de nevirapina.

En la Figura 33 se puede apreciar la tendencia que este farmaco da a la inhibicion de
la actividad de la TI, dicha tendencia es de comportamiento logaritmico, por lo cual, para el
calculo de la concentracion inhibitoria media, Clso, (concentracion de nevirapina a la cual
se inhibe el 50 % de la actividad enzimética de la TI) se procedié a hacer una

transformacion logaritmica de la conceentracion.

Para llevar a cabo este analisis, primero de obtuvieron los logaritmos naturales de la

concentracién, los cuales se muestran en la Tabla 10, con su respectivo valor de porcentaje
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de inhibicién enzimatica. Con estos resultados se trazo la curva que se muestra en la Figura
34,

Tabla 10. Inhibicion enzimadtica y logaritmos naturales para cada
concentracion de nevirapina.

Ln concentracién (uM) Inhibicién enzimatica (%)
6.9078 98.8619 98.8895 98.8757
4.6052 96.2823 96.3443 96.3443
2.3026 85.8670 85.8808 85.8739
0.0000 57.1527 57.1389 57.1458
-2.3626 19.8510 19.8786 19.8648
-4.6052 10.8498 10.8153 10.8222
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Figura 34. Grafica sigmoide de la inhibicién de la TI por nevirapina.

En la Figura 34 se observa la tendencia que tienen los datos, ésta es de tipo
sigmoide, por lo cual se optd, para linealizarla, trabajar con unidades de probabilidad
(unidades probit’) los datos se enlistan en la Tabla 11 y ahora se graficé el logaritmo

natural de la concentracion contra unidades probit, ver Figura 35.
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Tabla 11. Unidades probit para la inhibicién enzimatica y logaritmos naturales para cada
concentracion de nevirapina.

Ln concentracién (uM) Unidades probit para la Inhibicién enzimitica
6.9078 7.2774 7.2868 7.2821
4.6052 6.7844 6.7921 6.7921
23026 6.0744 6.0750 6.0747
0.0000 5.1803 5.1799 5.1801
-2.3626 4.1530 4.1540 4.1535
-4.6052 3.7654 3.7636 3.7640

Unidades probit

3 T T T T
-6 -4 -2 0 2 4 6 8

Ln (concentracion)

Figura 35. Gréfica para la regresion logaritmica con unidades probit.

En la Figura 35 ya se observa una tendencia lineal de los datos. Con los datos de la
Tabla 10 se calculo la ecuacién que describe esa recta, resultando y = 0.3269w + 5.1676, en

donde w = In x, con un coeficiente de determinacién () de 0.9874.
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Para la determinacion de la Clsg se llevo a cabo el analisis probit de los datos de la
Tabla 11, dando un resultado de 0.6205 pM, con un limite superior confiable de 0.9284 pM
y un limite inferior confiable de 0.4111 uM. Cabe sefialar que se han reportado valores de
Clso para nevirapina desde 1.35 + 0.43 uM*? hasta 0.088 + 0.032 uM®, con esto se
comprueba que el valor encontrado de Clsp para nevirapina es correcto; ademas, se

comprueba que el método es confiable.

De la misma forma que se llevo a cabo el tratamiento de datos para el farmaco

nevirapina, se efectud para los nuevos compuestos sintetizados (compuestos 9-13).

En la Tabla 12 se muestran los valores de las absorbancias para tres determinaciones
en cada concentracién de cada compuesto. El compuesto marcado como DEPE-U es el 3,3-
dietoxipropanoato de etilo acoplado al uracilo y el compuesto marcado como DBPE-U es el
3,3-dibenciloxipropanoato de etilo, también con uracilo; ambos compuestos se usaron para
efecto de comparacion con los compuestos 9-13 y poder dar cuenta del efecto del
sustituyente en la posicion cinco del anillo de pirimidina en la inhibicién de la TI.

Tabla 12. Lectura de absorbancia para la actividad enzimitica de la TI a diferentes
concentraciones de los compuestos 9-13.

| Comg

_ Concentracién (uM) 9 o 10 m_ 12 13 DEFPE-U DBPE-U
1.5091 1.2488 1.1557 1.0965 1.1725 1.3923 1.2888

1000.00 1.5116 1.2510 1.1601 1.1540 1.1958 1.4256 1.2709
1.5184 1.2515 1.1684 11216 1.1668 1.4220 1.3130

1.8047 1.6538 1.6713 1.1061 1.2441 1.3781 1.3235

100.00 1.8213 1.6950 1.6882 1.1994 1.2176 1.3516 1.3460
1.8990 1.6994 1.6304 1.1877 1.2152 1.3884 1.3968

1.0653 1.6261 1.6360 1.1345 1.2135 1.4255 1.2015

10.00 1.0283 1.6046 1.6378 1.1024 1.2154 1.4694 1.2304
1.0531 1.6059 1.6696 11571 1.2551 1.4969 1.2184

1.2320 1.4285 1.5450 1.4791 1.3035 1.4748 1.4261

1.00 1.2241 1.4801 1.5069 1.4162 1.3740 1.4610 1.4102
1.2556 1.4437 1.5609 1.4727 1.3002 1.4134 1.4349

1.7043 1.4821 1.5257 1.5088 1.6995 1.4445 1.3938

0.10 1.6931 1.4884 1.5401 1.5317 1.6865 1.4658 1.3445
17121 1.4339 1.5231 1.5211 1.6370 1.4149 1.3242

1.6410 1.2175 1.6307 1.3051 1.3735 1.4431 1.4201

0.01 1.6983 1.2359 1.6912 1.3249 1.3298 1.4091 1.4940
1.6624 1.2570 1.6515 1.3534 1.3873 1.4108 1.4365
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En las Tablas 13 y 14 se muestran los promedios (se promedia ya que las
desviaciones estandar son muy pequefias) de la actividad enzimatica y la inhibicion de esa
actividad, respectivamente para cada concentracion de los compuestos 9-13 y

adicionalmente, para efectos de comparacion, DEPE-U y DBPE-U.

Tabla 13. Datos de actividad enzimatica (en porcentaje) de la Tl a diferentes

concentraciones de los compuestos 9-13.

Compuesto
Concentracion (uM) 9 10 11 12 13 DEPE-U DBPE-U
1000.00 88.8530 73.3588 68.1373 764389  69.3851 96.1102  87.7865
100.00 108.0493* 987210 97.5829  79.1840  72.1682  93.3492  92.1750
10.00 61.5371  94.5849 96.6735  76.9353 723076 99.5534  82.7451
1.00 725843  85.1159 90.2083  99.0139  78.0722 98.5878  96.8197
0.10 999179  86.1308 89.7389  103.4025* 98.5888  98.0437  92.0889
0.01 97.8117  72.5433 97.2602  90.2958  80.2881  96.6338  98.6195

* Estos valores se deben tomar como el 100 % de actividad enzimatica.

Tabla 14. Datos de inhibicién enzimatica (en porcentaje) de la TI a diferentes

concentraciones de los compuestos 9-13.

—[ Compuesto

Concentracién (uM) 9 10 11 12 13 - DEPE-U DBPE-U
' 1000.00 11.1470 26.6412 31.8627 23.5611 30.6149  3.8898 12,2135
100.00 -8.0493* 1.2790 24171 20.8160 27.8318 6.6508 7.8250
10.00 38.4629 54151 33265 23.0647 27.6924  0.4466 17.2549
1.00 274157 14.8841 9.7917 09861 21.9278 14122 3.1803
0.10 0.0821 13.8692 10.2611 -3.4025* 1.4112 1.9563 79111
0.01 2.1883 274567 27398  9.7042 19.7119  3.3662 1.3805

* Estos valore se deben tomar como el 0 % de inhibicién enzimatica.

Al observar los datos de las Tablas 12, 13 y 14 se puede afirmar que, en general,

estos compuestos no siguen una tendencia clara como es el caso de nevirapina por lo cual
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no se puede presentar una correlacion del porcentaje de inhibicion con respecto a la
concentracion. Evidentemente tampoco se puede obtener un valor de Clsy debido a la
dispersion de los datos. Si bien sdlo se puede analizar el efecto en la inhibicion enzimatica

para cada concentracion, que es lo que se presenta a continuacion.

La inhibiciéon enzimatica para estos compuestos se debe, presumiblemente, a la
capacidad de los compuestos para formar puentes de hidrogeno (tanto en la parte del éster
como de la base pirimidinica), a la sustitucién de la posicién cinco del anillo de pirimidina

y a la presencia del grupo aromatico, en los compuestos que lo poseen.

Al analizar los datos presentados en la Tabla 14 se observa que efectivamente,
existe efecto al adicionar un sustituyente en la posicion cinco del anillo de pirimidina, ya
que si se comparan los porcentajes de inhibicion para los compuestos que carecen de ese
sustituyente (DEPE-U y DBPE-U) con los compuestos 9-13, en general, a cualquier
concentracién los compuestos que carecen de ese sustituyente presentan un menor

porcentaje de inhibicion de la TI que los que si lo presentan.

La concentracion a la cual se puede hacer una comparacién con respecto al tipo de
sustituyente es con la 1 mM, (1000 uM) donde se observa que los compuestos 10 y 12 (que
contienen S5-isopropiluracilo y 5-yodouracilo, respectivamente) poseen un valor muy
semejante (alrededor del 25 %) en cuanto al porcentaje de inhibicion, lo que no sucede para
9 (5-isopropil-2-tioxouracilo, 11.15 %) o para DEPE-U (3.89 %) que carece del grupo
sustituyente. Cabe mencionar que los compuestos con el sustituyente isopropilo se esperaba
que fueran activos ya que el grupo isopropilo juega un papel muy importante en la
actividad antirretroviral de los no andlogos de nucledsidos dado que interacciona con
diversos restos de aminoacidos de la enzima TI del VIH en el sitio alostérico. Esto se puede
apreciar en nevirapina, la cual tiene como sustituyente a un grupo ciclopropilo (isdstero al
isopropilo). Por otro lado, una situacion semejante se presento en la inhibicion enzimatica
de los compuestos 11 y 13 (alrededor de 30 %) que resulté ser mayor que la del anlogo sin

sustituyente (DBPE-U, 12.21 %).
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Con respecto al compuesto que tiene como sustituyente al yodo se ha observado que
por si solo el 5-yodouracilo es activo contra varios tipos de céncer, esto necesariamente
indica que interviene en la sintesis de acidos nucleicos. Por otro lado, el compuesto que
ademds tiene sustituido la posicién dos del anillo de pirimidina con azufre (en lugar de
oxigeno) también mostré actividad inhibitoria, aunque en menor grado, esto tal vez sea
debido a que el atomo de azufre carece de la habilidad de formar puentes de hidrogeno, lo
que es esencial para que los compuestos tengan actividad inhibitoria, sin embargo presentan

actividad debido a la presencia del sustituyente isopropilo.

Por otra parte se observa una peculiar diferencia en cuanto a los compuestos
alifaticos y los aromaticos. El efecto inhibitorio de los dos compuestos aromaticos 11 y 13

es mayor que para los compuestos alifaticos 10 y 12 (alrededor de 30 % vs 25 %).

La explicacién de esta diferencia puede estar en el hecho de que la enzima TI, como
muchas proteinas contienen restos de aminoicidos llamados aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina y triptofano) los cuales podrian establecer una interaccion por
momentos cuadrupolares o por apilamiento con el fenilo del grupo benciloxi presente en los
compuestos aromaticos sintetizados. Lo anterior, sumado al efecto del sustituyente en la
posicién cinco del anillo de pirimidina y la habilidad de la formacién de puentes de
hidrégeno es lo que presumiblemente hace que los compuestos aromaticos sean mas activos

que los compuestos aliféaticos.

Finalmente, al observar los datos de la Tabla 14 se aprecia que los compuestos 10,
3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato  de  etilo, y 13,  3-(5-yodouracil)-3-
benciloxipropanoato de etilo, presentan una inhibicion enzimatica del 27.46 % y 19.71 %,
respectivamente a una concentracion baja (0.01 uM) comparado con nevirapina (Tabla 9) a

esa misma concentracion, la cual presenta una inhibicion enzimatica de 10.83 %.
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VII. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y se caracterizaron cinco nuevos compuestos de los denominados

inhibidores no andlogos de nucledsidos.

Serie alifatica Serie aromatica

3-(5-isopropil-2-tioxouracil)-3-etoxipropanoato de etilo (9).
3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato de etilo (10).
3-(5-isopropiluracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (11).
3-(5-yodouracil)-3-etoxipropanoato de etilo (12).
3-(5-yodouracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (13).

Se evalud la actividad antirretroviral, in vitro, de los compuestos 9-13 por medio de
la cuantificacion de la inhibicion en la actividad enzimatica de la TI del VIH,
encontrandose mayor actividad para los compuestos aromaticos 11 y 13 (31.86 y 30.61 %
de inhibicion enzimatica, respectivamente) que para sus analogos alifaticos 10 y 12 (26.64
y 23.56 %) a una concentracion de 1 mM. Adicionalmente se observd que a baja
concentracion (0.01 pM), los compuestos 10 y 13 presentan mayor actividad (27.45 y

19.71 % de inhibicién enzimatica, respectivamente) que nevirapina (10.83 %).
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VIII. PARTE EXPERIMENTAL

A. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS.
1. Generalidades.

Los puntos de fusién se obtuvieron en un aparato Melt Temp, utilizando un tubo

capilar abierto.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y "*C, HETCOR y
COSY utilizados para la caracterizacion de los compuestos, se registraron en los siguientes
espectrometros: E:v.pectrémelro Bruker 300 a 300 MHz para 'H y 75.5 MHz para *C con
tetrametilsilano (TMS) como estindar interno, espectrometro Jeol GSX 270 a 270 MHz
para 'Hy 67.5 MHz para 13C con TMS como estandar interno y espectrometro Jeol Eclipse
400 a 400 MHz para 'H y 100.5 MHz para 13C con TMS como estandar interno. Los
desplazamientos quimicos (8) estan reportados en partes por millon (ppm), las constantes
de acoplamiento (J) estan reportadas en Hertz (Hz) y la multiplicidad de las sefiales se
indican con las abreviaciones: s, sefial simple; d, sefial doble; t, sefial triple; q, seiial de
cuarteto; st, sefial séptuple y; m, sefial miltiple. Los disolventes empleado fueron
cloroformo deuterado (CDCl;) y dimetilsulfoxido deuterado (DMSQ-ds).

Los espectros infrarrojo (IR) se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro Perkin
Elmer 16F PC en pastilla de KBr o solucién en CHCl;. La intensidad de las sefiales se
describe siguiendo la convencién d = débil, m = media, f = fuerte y a = ancha. Los
espectros de masas (EM) se obtuvieron en un espectrometro Hewlett Packard 5989 A, se
utilizé la técnica de impacto electrénico (IE) por insercion directa (DIP) a 70 eV. El analisis

elemental se obtuvé en un analizador Thermo Finnigan Flash 1112.

Los disolventes, benceno y éter etilico, empleados en las reacciones descritas en
este trabajo se secaron con sodio metalico, utilizando benzofenona como indicador. EI 1,2-
dicloroetano se seco con hidruro de calcio, todos ellos fueron destilados previo a cada

reaccion.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM



75

2. Métodos de sintesis.

= cj\f'\o’“\ 1,1,1-Tricloro-4-etoxi-3-buten-2-ona (1). En un n_'latraz balén de
. 250 mL de capacidad, provisto de agitacion magnética y embudo de
adicion, en un bafio de hielo de agua, se colocaron 68.5 g (0.95 mol) de éter etilvinilico.
Una vez iniciada la agitacion se adicionaron gota a gota, 86.5 g (0.48 mol) de cloruro de
tricloroacetilo. La mezcla se dejo durante 5 horas a 0 °C, se llevd a temperatura de
laboratorio y se mantuvo durante 12 h con agitacion magnética constante. Al término de
este tiempo el embudo de adicién se reemplaz6 por un equipo de destilacién y la mezcla se
destil6 a presion reducida, obteniendo un liquido transparente con un punto de ebullicién de
84-86 °C a 1 mm de Hg con un rendimiento de 94% (78 g).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 1.39 (t, J =7 Hz, 3 H), 4.09 (q, J = 7 Hz, 2 H), 6.14 (d, ] =
12 Hz, 1 H), 7.84 (d, J = 12 Hz, 1 H).

3,3-Dietoxipropanoato de etilo (2). A un matraz balén de 250 mL

de capacidad, provisto de agitacién magnética conteniendo 100 g
(0.46 mol) de 1 en 100 mL (1.72 mol) de alcohol etilico, se adicionaron 6 g de carbonato de
potasio. La suspension se dejo a temperatura ambiente durante 15 horas. Transcurrido este
tiempo se acondiciond un equipo de destilacion y se llevo a cabo la destilacion de la
suspension café resultante a presion reducida, obteniéndose un liquido transparente con un

punto de ebullicién de 58-60 °C a 1 mm de Hg, con un rendimiento de 98% (31.83 g).

RMN 'H (CDCl;, 270 MHz) 8 1.15(t, J=7Hz, 6 H), 1.21 (t, J=7Hz,3H), 2.60(d,J=6
Hz, 2 H), 3.40 (q, ] = 7 Hz, 2 H), 3.70 (q, J = 7 Hz, 2 H), 4.10 (q, ] = 7 Hz, 2 H), 4.90 (t, ] =
6 Hz, 1 H).

RMN '°C (CDCls, 67.5 MHz) § 14.19 (CHs), 15.25 (2 x CHj), 40.02 (CH,CH), 60.50
(CH,0), 61.90 (2 x CH,0), 99.70 (CH), 170.07 (CO).
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3,3-Dibenciloxipropanoato de etilo (3). En un matraz balén de 250

mL de capacidad, provisto de agitacion magnética, trampa de Dean

Stark invertida y un condensador, conteniendo 10 g (52.6 mmol) del compuesto 2, se
adicionaron 100 mL de benceno. La agitacion de la solucion se inicid y enseguida se le
adicionaron 10.9 mL (11.39 g, 105.5 mmol) de alcohol bencilico en presencia de 90 mg
(0.526 mmol) de acido p-toluensulfonico monohidratado. Esta solucion se calenté hasta la
temperatura de ebullicion de una mezcla azeotropica de etanol-benceno-agua, una vez que
se obtuvieron cerca de 100 mL de la mezcla azeotrépica destilada, la reaccion se enfrié y
enseguida se le adicionaron 60 mL de una solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 20 %.
La mezcla formada se extrajo con diclorometano (3 x 20 mL), el extracto organico se secé
con sulfato de sodio y finalmente se concentréd en rotavapor. El liquido remanente se

caracterizo como el producto, con un rendimiento del 98 % (16.44 g).

RMN 'H (CDCls, 270 MHz) & 1.24 (t, J = 7 Hz, 3 H), 2.75 (sistema ABM, dd, ] =6 y 16
Hz, 1 H), 2.85 (sistema ABM, dd, J = 6 y 16 Hz, 1 H), 4.15 (q, J = 7 Hz, 2 H), 4.62 (d, ] =
12 Hz, 2 H), 4.72 (d, J = 12 Hz, 2 H), 5.26 (t, ] = 6 Hz, 1 H), 7.35 (m, 10 H).

RMN “*C (CDCls, 67.5 MHz) & 14.26 (CH3), 39.99 (CH,CH), 60.80 (CH;0), 68.2 (2 x

CH;0), 99.35 (CH), 127-129 (C-arom), 137.8 (Cjpso-arom), 169.85 (CO).

Metanoato de etilo (4). En un matraz balén con capacidad para 150 mL,

provisto de agitacion magnética y condensador, se adicionaron 20 mL

(24.4 g, 0.53 moles) de acido metanoico seguidos de 70 mL de alcohol
etilico y 0.5 mL de 4cido sulfiirico como catalizador. La mezcla se dejé en agitacion por 2
horas a reflujo. La solucién clara se enfrié a temperatura ambiente, adicionindole
enseguida 20 mL de una solucién de bicarbonato de sodio al 20% p/v para neutralizar al
acido. El matraz con la mezcla ya neutralizada fue equipado con un sistema de destilacion;
la destilacion de la mezcla de reaccion se llevé a cabo, obteniéndose un liquido transparente

puro con punto de ebullicion de 45 °C con un rendimiento de 94 % (36.9 g).
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 1.25 (t, J = 7 Hz, 3 H), 4.17 (q, ] = 7 Hz, 2 H), 7.9 (s, 1 H).

3-Metilbutanoato de etilo (5). En un matraz balén con capacidad para 150
m mL, provisto de agitacion magnética y condensador, se colocaron 30 mL
(28.11 g, 0.28 moles) de acido 3-metilbutanoico, 65 mL de alcohol etilico
y 1 mL de acido sulfiirico como catalizador. La mezcla se dejo en agitacion por 3 horas a
reflujo. La solucién clara se enfrio a temperatura ambiente y enseguida se le adicionaron 50
mL de una solucion de bicarbonato de sodio al 50% p/v para neutralizar al acido. Al
producto se le hizo extraccion con diclorometano (4 x 25 mL), el extracto organico se secd
con sulfato de sodio y finalmente se concentré a presion reducida en rotavapor. Se obtuvo
un liquido transparente puro con punto de ebullicion de 120-122 °C, con un rendimiento de

97% (37.1 g).

RMN 'H (CDCls, 270 MHz) § 0.90 (d, J = 6 Hz, 6 H), 1.20 (t, J = 7 Hz, 3 H), 2.07 (m, ] =
6 Hz, 1 H), 2.12 (d, J = 6 Hz, 2 H), 4.07 (q, ] = 7 Hz, 2 H).

)\(‘i S-Isopropil-2-tioxouracilo (6). En un matraz balon de 150 mL de
Lk

5 capacidad, provisto de agitacion magnética y embudo de adicion, en un
H

bafio de hielo seco y bajo atmoésfera de nitrégeno seco, se colocaron 21 mL
de diisopropilamiduro de litio (LDA) 2 M (38.5 mmol) en éter etilico, la agitacion se inici6
adicionando gota a gota una solucion de 5 g (38.5 mmol) de 3-metilbutanoato de etilo (4)
en 25 mL de éter etilico seco. Después de la adicion, la mezcla se dejé 50 minutos a la
temperatura del bafio de hielo seco, terminado este tiempo a la mezcla contenida en el
matraz se le adicion6 una solucion de 4.5 g (60 mmol) de metanoato de etilo (5) en 15 mL
de éter etilico. La mezcla de reaccion se dejo durante cuatro horas a temperatura del bafio
de hielo seco y se llevé a temperatura ambiente gradualmente con la sublimacion del hielo
seco. La solucion etérea del producto de condensacion formado se concentré al vacio
(aproximadamente 2 mm de Hg) y el residuo fue refluido con una solucién de tiourea 3 g
(39 mmol) en 70 mL de metanol por cuatro horas. Terminado el tiempo de reflujo la

agitacion se continué a temperatura ambiente y el matraz se transfirié a un baio de hielo de
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agua. La solucion resultante se llevé a pH 3 con una solucién 50% v/v de acido sulfiirico
en agua, entonces se formé un precipitado el cual se filtro a vacio dando un sélido blanco
puro con punto de fusion de 211-213 °C y un rendimiento de 81% (5.3 g), con respecto al

3-metilbutanoato de etilo.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) § 1.06 (d, ] = 7 Hz, 6 H), 2.71 (st, J = 7 Hz, 1 H), 7.09 (d, J
=6 Hz, 1 H), 12.20 (s, NH), 12.38 (s, NH).

RMN "*C (DMSO-ds, 100.5 MHz) § 21.43 (2 x CHs), 25.86 (CH), 124.13 (C-cuaternario),
136.6 (CH=C), 161.59 (CO), 174.86 (CS).

EM (m/z) 170 [M"], 155 [M*-15], 96 [M"-74], 69 [M"-101], 43 [M*-127].

5-Isopropiluracilo (7). En un matraz balén de 150 mL de capacidad,

/\\(ﬁiu provisto de agitacion magnética se adicionaron 3 g (17.7 mmol) de 5-

N isopropil-2-tioxouracilo (6), seguidos de una solucion de 5 g (53 mmol) de

acido monocloroacético en 60 mL de agua. La suspension resultante se
puso a reflujo durante tres horas hasta que la suspension desaparecio, la solucion que
resulta se llevd a temperatura ambiente observiandose la aparicion de un soélido, la
suspension resultante se filtré al vacio, y el sélido blanco se lavé con agua hasta pH neutro,

obteniéndose puro, con un punto de fusién de 290-292 °C, en un rendimiento del 99.3 %
(2.7 ).

RMN 'H (DMSO-ds, 270 MHz) § 1.04 (d, J = 7 Hz, 6 H), 2.68 (st, J = 7 Hz, 1 H), 7.05 (d, J
=6 Hz, 1 H), 10.62 (s, NH), 10.97 (s, NH).

RMN "3C (DMSO-dj, 100.5 MHz) § 21.94 (2 x CH3), 25.61 (CH), 118.44 (C cuaternario),
136.43 (CH=C), 151.71 (CO), 164.63 (CO).

EM (m/z) 154 [M"], 139 [M*-15), 96 [M"-58], 68 [M"-86], 41 [M"-113].
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5-Yodouracilo (8). En un matraz balén de 250 mL de capacidad, provisto de

agitacion magnética y condensador, se adicionaron 3 g (26.7 mmol) de

uracilo y 13.54 g (53.5 mmol) de yodo. Enseguida se adicionaron 60 mL de
dioxano y 89.2 mL (26.7 mmol) de 4cido nitrico 0.3 N y la mezcla de reaccion se puso a
reflujo durante cinco horas. Al término de ese tiempo la mezcla resultante se concentré al
vacio (I mm de Hg) hasta sequedad, el matraz se lavo con acetona, resultando una
suspension violacea la cual se filtré al vacio y el sélido se lavd con acetona hasta que se
obtuvo un sélido blanco puro con un punto de fusion de 277-279 °C y un rendimiento de

90 % (5.74 g).

RMN 'H (DMSO-ds, 270 MHz) & 7.88 (s, 1H) 11.16 (s, NH), 11.40 (s, 1H).

RMN "°C (DMSO-ds, 67.5 MHz) § 147.49 (CH=C), 151.77 (CO), 162.04 (CO).

EM (m/z) 238 [M"], 195 [M*-43], 168 [M*-70], 127 [M*-111], 41 [M*-217].

El procedimiento general para la funcionalizacion (sililacion) de las bases
pirimidinicas sintetizadas y la sustitucion por la base en 3,3-dietoxipropanoato de etilo (2)

y 3,3-dibenciloxipropanoato de etilo (3) se presenta a continuacion.

Las bases pirimidinicas; S5-isopropil-2-tioxouracilo, S5-isopropiluracilo y 5-
yodouracilo fueron sililadas segun el procedimiento siguiente. Por ejemplo, 200 mg (1.3
mmol) de 5-isopropiluracilo se colocaron en un matraz bola de 50 mL de capacidad, con
salida lateral y totalmente seco. En seguida se agregaron 5 mL de 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8 mmol) de cloruro de trimetilsilano, y
la suspension resultante fue refluida durante cinco horas, tiempo en el cual la suspension se
torno en una solucién transparente. Terminado este tiempo, la mezcla se enfrio y el exceso

de (HMDS) se elimino al vacio (1 mm Hg) y a una temperatura de 40 °C.

La base, ya sililada (liquido transparente), se disolvié en 20 mL de 1,2-dicloroetano

seco. A esta solucion se le adicionaron 0.25 g (1.3 mmol) de 3,3-dietoxipropanoato de etilo
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por la salida lateral via jeringa, enseguida se adicionaron 0.024 mL (28.86 mg, 0.13 mmol)
de trifluorometansulfonato de trimetilsililo en 1 mL de 1,2-dicloroetano seco. La mezcla de
reaccién se agité por 70 horas a temperatura ambiente. A la solucién resultante se le
adicionaron 50 mL de agua y se realizo una extraccion (3 x 10 mL) con diclorometano. La
fase organica se seco con sulfato de sodio, se filtré y evaporo al vacio en un rotavapor. La
purificacion de estos compuesto se realizo por adicién de una mezcla de hexano-cloruro de
metileno, dejando evaporar la mezcla a temperatura ambiente con lo cual en algunos casos

se observo la cristalizacion de los compuestos, y en otros se obtuvieron en forma de aceite.

3-(5-Isopropil-2-tioxouracil)-3-etoxipropanoato de etilo (9). Este
compuesto se prepard de acuerdo al procedimiento general. Para la
sililacion se utilizaron 200 mg (1.18 mmol) de 6, 5 mL de
1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8
mmol) de cloruro de trimetilsilano. Para la reaccion de sustitucion se
utilizaron 225 mg (1.18 mmol) de 2 y 0.02 mL (24.56 mg, 0.11 mmol) de

trifluorometansulfonato de trimetilsililo en 1 mL de 1,2-dicloroetano seco. La reaccion se

dejé durante 72 horas, después de la purificacién se obtuvo un sélido blanco con punto de

fusion de 77-79 °C y un rendimiento de 85.4 % (283 mg).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) § 1.18 (d,J =6 Hz, 6 H), 1.22 (t, ] =7 Hz, 3 H), 1.28 (t, =7
Hz, 3 H), 2.71 (dd, J = 8.78 y 15.37 Hz, 1 H), 2.98 (m, 2 H), 3.61 (q, J = 7 Hz, 2 H), 4.21
(q,J=7Hz, 2 H), 6.74 (dd, ] = 3.66 y 8.78 Hz, 1 H), 9.42 (s, NH).

RMN '°C (CDCls;, 100.5 MHz) & 14.25 (CH; éter), 14.77 (CHs éster), 21.30 (2 x CH;
isopropilo), 26.30 (CH isopropilo), 39.66 (CH,CH), 61.26 (CH: éster), 66.09 (CH; éter),
87.42 (CHCH,), 126.96 (C cuaternario base), 133.53 (CH base), 159.41 (CO base),
174.33 (CS).

IR (KBr) v em™ 3489 (m, a), 2927 (m), 2857 (m) 1715 (), 1690 (), 1199 (m). 833 (d).

EM (m/z) 314 [M'], 170 [M"-144], 145 [M"-169], 71 [M"-243], 43 [M"-271].

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM



NH

3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato  de  etilo  (10). Este
0)\(&&0 compuesto se prepard de acuerdo al procedimiento general. Para la
/““o’lk/1 sililacién se utilizaron 200 mg (1.3 mmol) de 7, 5 mL de 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8 mmol) de
cloruro de trimetilsilano. Para la reaccion de sustitucion se utilizaron
250 mg (1.3 mmol) de 2 y 0.03 mL (36.84 mg, 0.166 mmol) de trifluorometansulfonato de
trimetilsililo en 1 mL de 1,2-dicloroetano seco. La reaccién se dejé durante 70 horas,
después de la purificacion se obtuvo un liquido aceitoso con un rendimiento de 93.2 %
(292 mg).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) § 1.15 (d,J =6 Hz, 6 H), 1.2 (t, ] = 7 Hz, 3 H), 1.24 (t, ] = 7
Hz, 3 H), 2.70 (dd, J = 5.44 y 15.34 Hz, 1 H), 2.75 (dd, ] = 7.67 y 15.34, 1 H), 3.52 (q, ] =
7 Hz, 2 H), 4.14 (q, ) = 7 Hz, 2 H), 6.05 (dd, J = 5.44 y 7.67 Hz, 1 H), 8.82 (s, NH).

RMN "C (CDCl;, 100.5 MHz) & 14.19 (CHs éter), 14.76 (CH; éster), 21.70 (2 x CH;
isopropilo), 25.94 (CH isopropilo), 40.38 (CH,CH), 61.18 (CH, éster), 65.27 (CH; éter),
81.61 (CHCH,), 122.00 (C cuaternario base), 132.64 (CH base), 150.44 (CO base), 162.94
(CO base), 168.33 (CO éster).

IR (CHCl3) v cm™ 3456 (m, a), 2981 (d), 1741 (f), 1711 (f), 1656 (f), 1606 (m). 572 (m).

EM (m/z) 298 [M'], 154 [M*-144], 145 [M'-153], 71 [M*-227], 43 [M*-255].

Analisis elemental. Calculado para C,4H22N;0s: C, 56.36 %; H, 7.43 %; N, 9.39 %.
Encontrado: C, 56.52 %; H, 7.45 %: N, 9.02 %.

3-(5-yodouracil)-3-etoxipropanoato de etilo (12). Este compuesto se
preparé de acuerdo al procedimiento general. Para la sililacién se
utilizaron 200 mg (0.84 mmol) de 8, 5 mL de 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8 mmol) de

cloruro de trimetilsilano. Para la reaccién de sustitucion se utilizaron
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160 mg (0.84 mmol) de 2 y 0.02 mL (24.56 mg, 0.11 mmol) de trifluorometansulfonato de
trimetilsililo en 1 mL de 1,2-dicloroetano seco. La reaccion se dejo durante 46 horas,
después de la purificacion se obtuvo un sélido blanco con punto de fusion 113-115 °C y un
rendimiento de 96.3 % (302 mg). La recristalizacion del solido en hexano-diclorometano

(9:1) proporcioné monocristales para su anlisis por difraccion de rayos X.

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) § 1.21 (t, J =7 Hz, 3 H), 1.25 (t, ] = 7 Hz, 3 H), 2.72 (dd, ] =
5.12y 1537 Hz, 1 H), 2.77 (dd, I =7.32 y 15.37, 1 H), 3.58 (q, =7 Hz,2 H), 4.17 (q, ] =
7 Hz, 2 H), 6.01 (dd, J =5.12 y 7.32 Hz, | H), 9.46 (s, NH).

RMN '*C (CDCl;, 100.5 MHz) & 14.22 (CH; éter), 14.76 (CHj éster), 40.43 (CH,CH),

61.35 (CH, éster), 65.85 (CH, éter), 82.50 (CHCH,), 143.77 (CH base), 150.43 (CO base),
160.13 (CO base), 168.15 (CO éster). '

IR (KBr) v em™ 3165 (m, a), 2978 (m), 1736 (f), 1684 (f), 1459 (m). 873 (d).
EM (m/z) 382 [M'], 238 [M"-144], 145 [M"-237], 71 [M"-311], 43 [M*-339].

Analisis elemental. Calculado para C;H;sIN;Os: C, 34.55 %; H, 3.93 %; N, 7.33 %.
Encontrado: C, 34.68 %; H, 3.94 %; N, 7.18 %.

3-(5-isopropiluracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (11). Este
compuesto se prepard de acuerdo al procedimiento general. Para la
sililacion se utilizaron 200 mg (1.3 mmol) de 7, 5 mL de 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8 mmol) de

cloruro de trimetilsilano. Para la reaccién de sustitucion se utilizaron

408 mg (1.3 mmol) de 3 y 0.03 mL (36.84 mg, 0.166 mmol) de trifluorometansulfonato de
trimetilsililo en 1 mL de 1,2-dicloroetano seco. La reaccion se dejoé durante 55 horas,
después de la purificacion se obtuvo un liquido aceitoso con un rendimiento de 90.6 %

(208 mg).
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 1.23 (d, ] = 6 Hz, 6 H), 1.31 (t, ] = 7 Hz, 3 H), 2.74 (dd, J =
5.12'y 15.37 Hz, 1 H), 2.98 (m, 2 H), 4.15 (g, J =7 Hz, 2 H), 4.52 (d, ] =12, 1 H), 4.63 (d, J
=12 Hz, 1 H), 6.22 (dd, ] = 5.12 y 8.05 Hz, 1 H), 7.32 (m, 5 H), 7.07 (s,1 H), 8.32 (s, NH).

RMN "C (CDCls, 100.5 MHz) & 14.19 (CHj éster), 21.62 (2 x CH; isopropilo), 25.97 (CH
isopropilo), 40.40 (CH,CH), 61.29 (CH, éster), 72.42 (CH, éter), 81.75 (CHCH,), 121.93
(C cuaternario base), 132.88 (CH base), 136.01 (Cjp aromatico), 127.86 (2 x Coro
aromético), 128.58 (Cpare aromitico), 128.7 (2 x C,en aromatico), 150.13 (CO base),
162.56 (CO base), 168.21 (CO éster).

IR (CHCl3) v em™ 3713 (m), 2989 (d), 1683 (£), 1555 (m), 1459 (f), 1069 (m). 890 (m).

EM (m/z) 361 [M'H], 153 [M"-207], 91 [M*-269].

3-(5-yodouracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (13). Este
compuesto se preparé de acuerdo al procedimiento general. Para la
sililacion se utilizaron 200 mg (0.84 mmol) de 8, 5 mL de
1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (HMDS) y 0.1 mL (0.085 g, 0.8
mmol) de cloruro de trimetilsilano. Para la reaccion de sustitucion se

utilizaron 264 mg (0.84 mmol) de 3 y 002 mL (24.56 mg, 0.11 mmol) de

trifluorometansulfonato de trimetilsililo en | mL de 1,2-dicloroetano seco. La reaccion se
dejo durante 36 horas, después de la purificacion se obtuvo un sélido blanco con punto de

fusion 84-86 °C y un rendimiento de 83.8 % (237 mg).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 1.24 (t, J = 7 Hz, 3 H), 2.73 (dd, J = 5.12 y 15.37 Hz, | H),
2.83(dd,J=7.32y 15.37,1 H),4.18 (q, J =7 Hz,2 H), 4.55 (d, ] =12, 1 H), 4.68 (d,J = 12
Hz, 1 H), 6.15 (dd, ] =5.12 y 7.32 Hz, 1 H), 7.32 (m, 5 H), 7.70 (s, 1 H) 8.74 (s, NH).

RMN '*C (CDCls, 100.5 MHz) § 14.19 (CHs éster), 40.44 (CH,CH), 61.42 (CH, éster),
73.03 (CH, éter), 82.54 (CHCH,), 143.89 (CH base), 135.62 (Cip, aromitico), 128.41 (2 x
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Corio aromitico), 128.83 (Cpar, aromatico), 128.83 (2 x Cere aromatico), 150.00 (CO base),
159.63 (CO base), 167.97 (CO éster).

IR (CHCl3) v em™ 3470 (m, a), 3034 (m), 1698 (f), 1606 (m), 1454 (m), 1055 (m). 846 (m).

EM (m/z) 444 [M"], 238 [M"-206], 91 [M*-353].

B. PROTOCOLO PARA LA REALIZACION DE LOS ENSAYOS
ANTIRRETROVIRALES IN VITRO.

Los ensayos se realizaron con el kit Lenti-RT™ Activity Assay adquirido de la
empresa sueca Cavidi Tech.

El kit contiene todos los reactivos necesarios para realizar la transcripcion inversa
con la TI del VIH in vitro, con este ensayo se obtuvo el valor de ICs para la nevirapina y el

porcentaje de inhibicion de los inhibidores no analogos de nucleésidos sintetizados.
a. Componentes del kit.

2 placas poli A de 96 pozos

1 frasco con buffer de dilucion de muestras

2 frascos con componentes para la reaccion de la TI
1 frasco con buffer de reconstitucion

1 frasco con TI estandar

1 frasco con buffer de lavado concentrado

4 piezas de cubiertas de plastico adhesivas

Estos reactivos se almacenaron a —20 °C y se llevaron a temperatura ambiente

mezclandolos homogéneamente al momento de la reaccion.
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b. Preparacion del buffer de dilucién para las muestras.

Se mezclaron 30 mL del buffer de dilucion de muestras y 30 mL de agua destilada

en un matraz (matraz 1) con capacidad para 100 mL.

c. Dilucion de los compuestos a analizar.

Se colocaron 135 pL del buffer de dilucion de muestras (matraz 1) a cada uno de los
96 pozos de dos placas de microtitulo estandares. Posteriormente se agregaron 15 pL de
una solucion 40 mM, en dimetilsulféxido (DMSO), de cada compuesto analizado a los
pozos de la fila A desde la columna A-1 hasta la A-12 (8 filas x 12 columnas por placa). En
total fueron siete compuestos analizados mas nevirapina como estandar. Cada uno de los

ensayos se realizo por triplicado.

Posteriormente se transfirieron 15 pL de la solucién anterior, de los pozos de la fila
A (A1-12) a los correspondientes pozos de la fila B (B1-B12), después se transfirieron 15
pL de la solucion de los pozos B a sus correspondientes pozos C (C1-C12), 15 pL de la
solucién de los pozos C a sus respectivos pozos D (D1-D12) y asi sucesivamente hasta
llegar a los pozos G (G1-G12) de ambas placas. La serie de pozos H se usé como referencia

y controles de fondo.

d. Preparacion de la mezcla de reaccion.

Se agregaron 2 mL del buffer de reconstitucion al frasco que contenia los
componentes para la reaccion de la TI y el bromodesoxiuridinatrifosfato (BrdUTP), se
mezclaron hasta que el material liofilizado se disolvid totalmente. Posteriormente se

regresaron sélo 200 pL del material disuelto al buffer de reconstitucion.
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e. Preparacion de las placas de poli A con las diluciones de los compuestos a analizar.

Se tomaron las placas de poli A las cuales contenian el iniciador/molde
inmovilizado y se agregaron 100 pL de la mezcla de reaccion (punto d) a cada uno de los
pozos de ambas placas. Posteriormente se transfirieron 50 uL de cada una de las diluciones
de los diferentes compuestos de las placas de microtitulo estandares a sus correspondientes
pozos de las dos placas poli A. Estas ultimas se sellaron con las cubiertas adhesivas y se

incubaron por 30 minutos a 33 °C.

[ Dilucion de la TI del VIH estandar.

Se agregaron 1.25 mL del buffer de dilucion de muestras, preparado (matraz 1) al
frasco con la enzima TI estindar. Se mezcld totalmente hasta que el material liofilizado
quedo disuelto homogéneamente. Posteriormente se agregé 1 mL de la solucion resultante a
un matraz (matraz 2) con capacidad para 50 mL, el cual contenia 12 mL del buffer de

diluciéon de muestras (del matraz 1).

g. Inicio de la reaccion de la TI.

Se tomaron las placas de poli A de la incubadora se les retird la cubierta adhesiva y
se les adicionaron 50 pL de la solucién de la enzima estandar (matraz 2) a cada uno de los
pozos de las placas de poli A a excepcion de los pozos H8-H12. A estos pozos (H8-12) se
les adicionaron 50 pL del buffer de dilucién de muestras (del matraz 1) a ambas placas.
Estas se sellaron con la cubierta adhesiva y se incubaron durante 3 horas a 33 °C con suave

agitacion.
h. Componentes del Kit (segunda parte).
1 frasco con buffer de lavado concentrado

2 frascos con producto trazador de la TI

1 frasco con buffer para el sustrato
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1 frasco con tabletas de sustrato para fosfatasa alcalina
2 piezas de cubiertas de plastico adhesivas

2 tapas de plastico.

Todos estos reactivos se almacenaron a —20 °C hasta su uso.
i. Preparacion de la solucion de lavado.

Se colocaron lentamente 150 mL de tritén X-100 en 1 L de agua destilada y se agito
hasta tener una mezcla homogénea. Después se agregaron 50 mL del buffer de lavado
concentrado y el triton X-100 preparado a un contenedor de 20 litros.

J. Preparacion del producto trazador.

Se reconstituyo cada frasco de producto trazador de la TI con la adicion de 12 mL
de una solucion al 1 % de triton X-100 en agua destilada. Cada frasco se mezcld
vigorosamente con la ayuda de un vortex hasta que el sélido se disolvio totalmente. El
contenido de ambos frascos se dejo reposar antes de usar, durante 20 minutos.

k. Finalizacion de la reaccion de la Tl en las placas.

La reaccion de la TI se detuvo, tres horas después de la incubacion, mediante el
lavado de las placas con solucion de lavado. Se lavaron dos veces cada uno de los pozos de
ambas placas poli A con 3 mL de buffer de lavado por pozo. Las placas se colocaron
invertidas (a 180°) y se secaron con papel absorbente.

I. Inicio de la union de la T al producto trazador.

Se agregaron 100 pL del producto trazador a cada pozo de ambas placas poli A,

teniendo cuidado de que la punta de la pipeta no tocara el pozo. Las placas se sellaron con
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la cubierta adhesiva y se incubaron por 90 minutos a 33 °C en una incubadora con agitador

orbital (agitacion suave).

m. Preparacion de la solucion del sustrato.

Se adicionaron las tabletas del substrato de la fosfatasa alcalina al buffer para el
sustrato, el frasco se agitd hasta que las tabletas se disolvieron totalmente. La solucion

resultante de dejo reposar a temperatura ambiente y cubierta de la luz.

n. Eliminacion del exceso de producto trazador.

Después de 90 minutos de incubacién, el exceso de producto trazador se elimind
mediante cuatro lavados con solucion de lavado a cada uno de los pozos de las placas poli
A (3 mL por pozo), posteriormente las placas se invirtieron (se colocaron a 180°) y se

secaron con la ayuda de papel absorbente.

o. Inicio de la reaccion con fosfatasa alcalina.

La solucion de substrato de fosfatasa alcalina fue homogenizada y llevada a
temperatura ambiente, se agregaron 125 pL de dicha solucion a cada pozo de ambas placas
poli A. Las placas se cubrieron con plastico y se incubaron a temperatura ambiente en la

oscuridad con agitacién suave.

p. Lectura de las absorbancias.

Después de 30 minutos de incubacion, las placas poli A se colocaron en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 405 nm y se leyd la absorbancia de cada pozo
de ambas placas. La lectura de absorbancia se repitié a diferentes intervalos hasta que la

lectura fue constante.
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Espectro de RMN de 'H para 3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato de etilo (400 MHz, CDCl,).
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Espectro de RMN de Re para 3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato de etilo (100.5 MHz, CDCI,).
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Espectro HETCOR 'H-""C RMN para 3-(5-isopropiluracil)-3-etoxipropanoato de etilo (400 MHz, CDCl,).
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Espectro de RMN de 'H para 3-(5-yodouracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (400 MHz, CDCl;).
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Espectro de RMN de "’C para 3-(5-yodouracil)-3-benciloxipropanoato de etilo (100.5 MHz, CDCl5).
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Diagrama ORTEP para 3-(5-yodouracil)-3-etoxipropanoato de etilo (12).



Formula

Peso molecular

Tamaiio del cristal (mm)
Color

Sistema cristalino

Grupo especial

a, (A)

b, (A)

¢, (A)

a, (%)

B, ()

7, (°)

V, (A3)

z

Densidad calculada, (Mg/m?)
Coeficiente de absorcién (mm')
p [mm-1]

F(000)

2 6 (°) Rango para coleccion de datos
Temperatura (K)
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Reflexiones observadas (4o)
Programa utilizado

Relacion datos-pardmetros
Indices R finales [F>40(F)]

Indices R (todos los datos)

Datos cristalograficos para 3-(5-yodouracil)-3-etoxipropanoato de etilo:

Cy1 Hys Ny Os

382.15

03x03x0.75

Incoloro

Triclinico

P-1

8.2004(3)

8.3320(3)

11.1459(4)

108.840(2)

90.561(2)

103.427(2)

698.07(4)

2

1.818

0.033(4)

2311

376

54.90

293(2)

5152

3093

2735

SHELXL (Sheldrick 1997)
3093:0:187

R1 =0.0287, wR2 = 0.0696
R1=0.0348, wR2 =0.0733



Longitudes de enlace (A)

C(19)-C(18)
C(19)-H(19B)
C(2)-0(3)
C(2)-N(1)
C(5)-N(4)
C(7)-C(9)
C(9)-N(1)
C(10)-0(11)
C(10)-C(14)
C(12)-0(11)
C(12)-H(12A)
C(13)-H(13A)
C(13)-H(13C)
C(14)-H(14A)
C(15)-0(16)
C(18)-0(17)
C(18)-H(18B)

Angulos de enlace (°)

C(18)-C(19)-H(19A)
H(19A)-C(19)-H(19B)
H(19A)-C(19)-H(19C)
0(3)-C(2)-N(4)
N(4)-C(2)-N(1)
0(6)-C(5)-C(7)
C(9)-C(7)-C(5)
C(5)-C(7)-1(8)
C(7)-C(9)-H(9)
O(11)-C(10)-N(1)
(1)-C(10)-C(14)
N(1)-C(10)-H(10)
O(11)-C(12)-C(13)
C(13)-C(12)-H(12A)
C(13)-C(12)-H(12B)
C(12)-C(13)-H(13A)
H(13A)-C(13)-H(13B)
H(13A)-C(13)-H(13C)
C(15)-C(14)-C(10)
C(10)-C(14)-H(14A)
C(10)-C(14)-H(14B)
0(16)-C(15)-0(17)

1.491(5)
0.9600
1.208(3)
1.393(3)
1.374(4)
1.346(4)
1.374(3)
1.405(3)
1.517(4)
1.434(4)
1.0103
0.9600
0.9600
0.9356
1.193(4)
1.460(3)
0.9935

109.5
109.5
109.5
122.0(2)
114.3(2)
125.2(2)
119.7(2)
118.47(18)
121(2)
109.7(2)
111.22)
109.2
109.2(3)
109.8
109.8
109.5
109.5
109.5
110.8(2)
109.5
109.5
124.2(3)

C(19)-H(19A)
C(19)-H(19C)
C(2)-N(4)
C(5)-0(6)
C(5)-C(7)
C(7)-1(8)
C(9)-H(9)
C(10)-N(1)
C(10)-H(10)
C(12)-C(13)
C(12)-H(12B)
C(13)-H(13B)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14B)
C(15)-0(17)
C(18)-H(18A)
N(4)-H(4)

C(18)-C(19)-H(19B)
C(18)-C(19)-H(19C)
H(19B)-C(19)-H(19C)
0(3)-C(2)-N(1)
0(6)-C(5)-N(4)
N(4)-C(5)-C(7)
C(9)-C(7)-1(8)
C(7)-C(9)-N(1)
N(1)-C(9)-H(9)
O(11)-C(10)-C(14)
0(11)-C(10)-H(10)
C(14)-C(10)-H(10)
O(11)-C(12)-H(12A)
O(11)-C(12)-H(12B)
H(12A)-C(12)-H(12B)
C(12)-C(13)-H(13B)
C(12)-C(13)-H(13C)
H(13B)-C(13)-H(13C)
C(15)-C(14)-H(14A)
C(15)-C(14)-H(14B)
H(14A)-C(14)-H(14B)
0(16)-C(15)-C(14)

0.9600
0.9600
1.383(3)
1.22903)
1.444(3)
2.071(3)
0.94(3)
1.485(3)
0.9421
1.485(5)
1.0103
0.9600
1.513(4)
0.9356
1.333(4)
0.9935
0.81(4)

109.5
109.5
109.5

123.7(2)
121.0(2)
113.9(2)

121.65(18)

123.002)
116(2)
108.1(2)
109.2
109.2
109.8
109.8
108.3
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
124.4(3)



0(17)-C(15)-C(14)
0(17)-C(18)-H(18A)
0(17)-C(18)-H(18B)
H(18A)-C(18)-H(18B)
C(9)-N(1)-C(10)
C(5)-N(4)-C(2)
C(2)-N(4)-H(4)
C(15)-0(17)-C(18)

111.4(2)
110.3
110.3
108.6

120.5(2)

128.2(2)

114(3)

116.1(2)

0(17)-C(18)-C(19)
C(19)-C(18)-H(18A)
C(19)-C(18)-H(18B)
C(9)-N(1)-C(2)
C(2)-N(1)-C(10)
C(5)-N(4)-H(4)
C(10)-0(11)-C(12)

106.9(3)
110.3
110.3

120.9(2)

118.1(2)

118(3)

114.9(2)

X1
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