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I N T R O D Ü C C I O N



Dentro de los fârmacos antitumorales de uso cl^ 
nico, los agentes alquilantes, cuya aplicaciôn data de 1946^, 
destacan por su utilidad en el control de determinadas si- 
tuaciones neopldsicas. Estos agentes junto con los antimeta 
bolitos actüan fundamentaimente sobre los âcidos nucléicos, 
ya sea alterando su estructura al intervenir en todas las 
fases del ciclo celular (agentes alquilantes) o bien inter- 
firiendo alguna etapa de su biosfntesis (antimetabolitos) 
al delimitar su acciôn a fases concretas del ciclo.

En base a su estructura existen cinco tipos prin
cipales de agentes alquilantes: mostazas nitrogenadas, etii
eniminas, alcano sulfonatos , epôxidos y N-alquil-N-nitroso
derivados. Quimicamente se trata de compuestos electrôfilos,
cuya estructura contiens un grupo alquilo RCH^-, en el que
el radical R desempena el papel de parte vectora, mientras
que su uni6n a los centros nucleôfilos biolôgicos R'-H se
ha de realizar a través de un âtomo de carbono saturado
-CHg-. Aunque las estructuras de los diversos tipos de agen
tes alquilantes difieren notablemente y a su vez estos pujs

laden actuar por mis de un mecanismo , en primera aproxima- 
ci6n podemos considerar que todos ellos ejercen su acciôn 
mediante la formaciôn previa de un i6n carbonio Es­
te carbocatiôn résulta muy reactivo frente a los centros 
nucleofilicos cargados negativamente taies como grupos car 
boxilo y fosfôricos, grupos tiôlicos e hidroxflicos, ioni— 
zados todos ellos a pH fisiolôgico y grupos amino en for-



ma no disociada, que forman parte de muchas moléculas bio-
lôgicas importantes, como àcidos nucléicos, enzimas, protei
nas estructurales, lipidos y aminoâcidos. Es évidente, por
tanto, que los agentes alquilantes tienen la posibilidad de
reaccionar con moleculas muy diversas dentro de la célula.
No obstante, estudios del efecto de estos agentes a dosis
minimas h an puesto de manifiesto que el DNA es la molécula
mis sensible a la alquilacién (principalmente a nivel del
N-7 de la guanina) y esta alteracién es la que les debe con
ferir fundamentalmente el caricter antitumoral,

Sin embargo, esta accién citotéxica tan potente
y de ampli o espectro, adolece, en general de falta de espje
cificidad para el tejido neoplisico y, debido a ésto, la
quimioterapia se enfrenta en este campo con el problema de
lograr una actividad mis selectiva.

En un principio, la elevada actividad citostitj^
ca de los agentes alquilantes hizo concebir esperanzas acer
ca de la posibilidad de encontrar un producto terapeutica-
mente litil contra el cincer. Sin embargo un estudio muy corn

2pleto de Schmidt y col. , sobre los agentes alquilantes,pu
blicado en 1965, afirmaba su falta de selectividad y hacia
concebir pocas esperanzas sobre la obtenci6n de un agente
alquilante especlfico. Estudios posteriores han hecho r^con
siderar este punto de vista^’̂  pesimista y han estinrulado 

2de nuevo la investigacién en este campo. De hecho algunos 
agentes alquilantes difieren ampliamente en sus efectos s£



bre distintos tumores, como ejemplos se pueden citar la ac
tividad selectiva de la ciclofosfamida y el merophan en el

5 6tratamiento del linfoma de Burkitt * o la especificidad
de 5-aziridino-2,4-dinitrobenzamida sobre el tumor de Wal-

7ker •
En esta memoria se recogen los resultados rela- 

tivos a la slntesis y establecimiento de la estructura de 
una serie de nucleosidos de halometil-1,2,3-triazoles. Tarn 
bién se da cuenta de los resultados de las actividades an­
titumorales 'In vitro" e "in vivo" de los productos sintet^ 
zados y la relaciôn existante entre la estructura de estos 
compuestos y su actividad biolôgica.

Este trabajo es parte de un plan mis amplio que 
se viene desarrollando en el Institute de Qulmica Médica 
sobre la sîntesis, evaluacién de la actividad antitumoral 
y estudio del mecanismo de accién de distintôs tipos de nu 
cleosidos alquilantes.



P A R T E T E 0 R I C A



I.- COMPUESTOS SELECCIONADOS. JÜSTIPICACION

Una de las hipdtesis que ha condueldo a mejores resul— 
tados en el diseho racional de agentes alquilantes consis­
te en unir el resto alquilante a una estructura semejante 
o idéntica a las que la célula utiliza normalraente para su
crecimiento y su mantenimiento. Como estructuras transpor-

8 9tadoras se han utilizado aminoâcidos naturales ’ ,hidratos
10 11 12 de carhono ' , esteroides y componentes de los icidos

nucléicos, tanto bases^^’^^, como nucleosidos^^*^^*^^*^^'^^ 
17y nucleotidos . Algunos derivados alquilantes de los com­

ponentes de los icidos nucléicos presentan actividad anti- 
neoplisica. Asl, el 5-(di-2-Cloroetil)-aminouracilo (mosta
za de uracilo) (l) y su derivado 6-metIlico (Dopan) (II)

20 21son efectivos contra tumores del sistema hematopoyético * ,
los 9-alquil y 9-ribofuranosil derivados de 6-(l-a?iridi- 
nil)-purinas (III) presentan actividad contra adenocarcin£ 
ma 755^^, y la 5-bis-(2-cloroetil)-aminometil.uridina (IV)
actua contra la leucemia16

I R=H

II R=CH k

«(CHgCHgClIg HO'

gHfCHgCHgCDg

IV



Los agentes alquilantes que primero se descubrieron 
fueron las mostazas nitrogenadas, por ello fueron los com­
puestos mis estudiados en principio y, por la misma razén 
los primeros agentes alquilantes llevaban un grupo mostaza 
nitrogenada como centre active. Mis tarde se comprobô que 
existian otros tipos de compuestos con capacidad alquilan­
te, taies como las aziridinas, epôxidos, alcanosulfonatos 
o nitrosoureas que también mostraron citotoxicidad frente 
a una ampli a gama de células en divisién ripida. S in embar 
go, existen otros grupos alquilantes eficaces que se han 
utilizado poco como centros actives en drogas antineopli- 
sicas. Dentro de este grupo se encuentran los haluros de 
tipo bencilico o alilico.

En la presents memoria, se ha estudiado la sintesis y 
actividad citostitica de los nucleosidos alquilantes de 
férmula general V en los que el centre alquilante, un halo

K
\
i
R

_1 R = glicosilo, bencilo, H
^  R = H, CH.OH, CH-X

22 R = H, CH^OH, CH^Xir ^R ' 2 ' 2
/ X = halégeno

V

metil-1,2,3-triazol, es un haluro de tipo bencilico en el 
que el anillo bencénico se ha sustituldo por uno heteroci- 
clico de 1,2,3-triazol. Estas estructuras alquilantes re-
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cuerdsn las de las mostazas nitrogenadas en que ambas pre­
sentan la misma secuencia de âtomos N-C-C-X (X = haldgeno).

En los compuestos cuya slntesis se pretende, el resto 
alquilante -CH^X se hall^ unido a una estructura nucleosî- 
dica formada por las bases de triazol y distintos azdcares: 
D-glucosa, D-2-glucosamina y D-ribosa. Es de resaltar la 
gran semejanza estructural de los nucleosidos alquilantes 
de 1,2,3-triazol (VI) con el 5-amino-l-p -D-ribofuranpsil-
imidazol-4-carboxamida (VII) que es un intermediario clave

22a 22ben la bioslntesis de purinas , o con la ribavirina (vi
razol) (VIII) que es un nucleosido de 1,2,4-triazol eraplea
do en clinica como agente antiviràsico^^^’ Esto hace que
nuestros compuestos al poseer un grupo vector tipo antime—
tabolito puedan desarrollar ademâs una accidn de este tipo,
bloqueando por este mecanismo una determinada via metabôl^
ca.

X = haldgeno

/N

RO-

RO OR

VI

CONH.

HO OHHO OH

CONH.



II.- RSACGI0NS3 DE CICLOADICION DIPOLAR-1,3 DE AZIDAS DE 
GLICOSILO

1.- Reacciones de cicloadici6n dipolar-1,3. Generali- 
dades.

Debido a que los halometil-l-glicosil-1,2,3-tria- 
zoles y otros derivados de lH^-1,2,3-triazoles, cuya sinte- 
sis y propiedades se describen en esta memoria, fueron pr̂ e 
parados por reaccidn de cicloadicidn de azidas de glicosi­
lo, azida de bencilo y azida de trimetilsililo a derivados 
acetilénicos, hemos creido conveniente comenzar nuestro 
trabajo haciendo una breve exposicidn del estado actual de 
las cicloadiciones dipolares-1,3, concretândonos al caso 
particular de las reacciones de azidas con derivados acetô^ 
lénicos.

Se entiende por reaccidn de cicloadici6n aquélla 
en que se forma un ciclo a partir de dos o mâs productos 
de moléculas no saturadas sin que se originen, por élimina 
ci6n, fragmentes pequenos en el proceso. Para que una rea£ 
ci6n que conduce a la formaci6n de un ciclo pueda clasifi- 
carse como tal, debe cumplir una serie de condiciones pos­
tal adas por Huisgen^^^,

Las reacciones de cicloadicidn pueden clasificarse 
por el ndmero de enlaces a que se forman y subdividirse 
segdn el tamano del anillo résultante y el nümero de âto­
mos que contribuye a la formacidn del ciclo. Las reac-
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clones que nos ocupan, en las que se forman dos nuevo s en­
laces a , pertenecen al subgrupo 3 + 2 —^5» puesto que son 
très y dos el ndmero de âtomos de los productos de partida 
que conducen a un ciclo de cinco âtomos.

Junto a la clasificaciôn por el nâmero de âtomos 
de cada producto inicial que origina el ciclo, existe otra 
que se basa en el nâmero de electrones que intervienen y en 
su naturaleza a 6 . En el caso de las cicloadiciones
dipolares-1,3» séria 4n 4- 2n , perteneciendo los cuatro 
electrones del dipolo-1,3 a très orbitales n paralelos y
los dos electrones al dipolardfilo.

23bUn dipolo-1,3 es un compuesto que se représen­
ta mediante estructuras résonantes zwiteridnicas y que 
reacciona con compuestos de enlaces mdltiples dando reac­
ciones de cicloadicidn dipolar-1,3# Puede defihirse^^^ co­
mo un sistema de très elementos a-b-c en el que el âtomo a 
posee un sextete electrdnico y el âtomo c un par de electro^ 
nés sin compartir. La adicidn de este sistema a un dipola— 
rdfilo d=e, portador de un enlace mùltiple, da lugar a la 
formaci6n de un ciclo, tal como se représenta a continua- 
ci6n:

t
A~\ \. /d =  e d —  e
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En su aspecto mecanistico las cicloadiciones dipo 
lares-1,3 presentan una serie de oaracteristicas commes 
entre las que pueden citarse las siguientes:

a) La velocidad de reaccidn no se ve afectada 
de forma notoria por la constante dieléctrica del disolven 
te empleado en la reaccidn.

b) Posee entalpfas de activacidn bajas (5-10 
Kcal/mol) y entroplas de activacidn elevadas y negativas 
(—25 a —45 e#u* ).

c) Cuando el dipolardfilo es una olefina se man 
tiene su estereoquimica.

El problema fundamental en cuanto al mecanismo es
decidir si la reaccidn transcurre por un mecanismo concer—

25 26 27 28tado o por un mecanismo en dos pasos ’  ̂  ̂ .

a c , Mecanismo concertado
e B a c\d — e

Mecanismo dirradical

Por otra parte, hemos de destacar que el estudio
de las reacciones de cicloadicidn se ha visto énormémente

29estimulado desde los trabajos de Hoffman y Woodward , re­
latives a la conservacidn de la simetria de los orbitales 
en reacciones concertadas.

Pinalmente, hemos de reconocer que hasta hace po-
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CO tiempo la regioselectividad de las reacciones de cicloa 
dicidn dipolares-1,3, ha sido uno de los prohlemas mâs di- 
ficiles de resolver. Recientemente Houk y col. han propue£ 
to una solucidn para este problema. Estos autores utilizan 
el método de los orbitales frontera para racionalizar el 
efecto de los sustituyentes sobre las velocidades y la re­
gioselectividad de las cicloadiciones dipolares-1,3*

A continuacidn, y brevemente, nos referiremos al 
estado actual del conocimiento sobre las reacciones de ci­
cloadicidn dipolar-1,3 de azidas de glicosilo.

La reaccidn de cicloadicidn de azidas orgânicas a 
acetilenos fue descubierta, en 1893, por M i c h a e l a l  pre- 
par ar l-fenil-4,5-dicarboximetil-l,2,3-triazol (IX), por 
reaccidn de azida de fenilo (X) con el éster metilioo del 
âcido acetilendicarboxilico (XI), poniendo asi a punto un 
valioso método para la slntesis de 1,2,3-triazoles.

.N^^COOCH
+ CH^OOC-C=C-COOCH^ ------- —6 5 3 3 3 \

(X) (XI) / COÛCH3
6 5 (IX)

La representacidn de las azidas como hlbridos de 
resonancia se debe, principalmente, a la necesidad de ex- 
plicar el bajo memento dipolar que poseen. Por otra parte, 
los estudios de Rayos X han establecido que las longitudes
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de los enlaces N-N son intermedias entre la de enlace sen- 
cillo y doble y, doble y triple, respectivamente. Por tan­
to, la estructura de las azidas corresponde a un hfbrido 
de resonancia entre las siguientes formas candnicas:

R-N-NSN:— ^  R-N=N=ïi: R-N-N=N   R-N-N=N:------------  --R-M=N-H#* «• ## ## »# ## ##

La hibridacidn sp de los enlaces a del nitrdgeno 
central conduce a una geometria lineal (dipolo-1,3 tipo 
propargil-alenilo) de la molécula en su estado elemental 
de mâs baja energia. Para que los âtomos terminales del 
polo-1,3 puedan ponerse en contacte con el enlace tt del 
dipolardfilo en el transcurso de la cicloadicidn, se requie^ 
re una distorsidn en la geometria lineal de la azida. El 
câlculo de orbitales moleculares muestra que tal distor­
sidn es posible sin un gran consumo energético, cuyo valor 
es aproximadamente de unas 5 Kcal/mol.

Aunque en principio y en base a algunos experimen 
tos realizados con azidas pueda parecer, como se ha llega- 
do a afirmar, que el âtomo de nitrdgeno terminal es el cen 
tro electrdfilo y el âtomo de nitrdgeno unido al radical 
orgânico es el nucledfilo, no puede tomarse esta afirmacidn 
en un senti do es tri cto, ya que, en general, résulta muy dĵ  
ficil predecir el curso de la adicidn de azidas a deriva­
dos olefinicos o acetilénicos asimétricos. Ello es debido, 
como ya se dijo anteriormente, a que no tiene sentido asi£
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nar en un dipolo-1,3 un centro nucledfilo y electrdfilo fi
jos. Este problema ha sido tratado mediante la teoria de Oji28,29,30̂

Las azidas orgânicas se han hecho reaccionar con 
diferentes dipolardfilos: alquenos, acetilenos, enaminas y 
éteres endlicos.

Seguidamente expondremos, de manera breve, las ca 
racteristicas mâs notables de las reacciones de cicloadi­
cidn dipolar-1,3 entre azidas orgânicas y acetilenos para 
sintetizar derivados de 1,2,3-triazol.

La cicloadicidn térmica de azidas a acetilenos, 
es la ruta mâs versâtil de sintesis de lH-1,2,3-triazoles 
a causa de la gran variedad de sustituyentes que pueden 
tener los compuestos acetilénicos y las azidas. El meca­
nismo concertado de estas adiciones ha sido estudiado por

32 33 28L'abbé*^ , Sheradsky y Huisgen . Se han medido las vel£
cidades de adicidn de la azida de fenilo a diferentes ac;e 
tilenos^^; las velocidades de formacidn de los triazoles 
aromâticos no son apreciablemente diferentes de las velo­
cidades de cicloadicidn a las olefinas correspondientés; 
ésto indica que la energia del estado de transicidn no 
disminuye significativamente por la formacidn incipiente 
de un sistema aromâtico.

La reaccidn de cicloadicidn de azidas a acetile­
nos asimétricos puede conducir a dos triazoles isdmeros 
(esquema l). El producto mayoritario suele ser el isdmero
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menos impedido estéricamente: en la adicidn a fenilacetile 
no, por ejemplo, el 4-fenil-triazol prédomina freouentemen 
te en la mezcla de productos^^*^^*^^

N
N-

\
/N-
R

R"

R
N

N - ^ R

\N
/

R
R'

Esquema I

En general, la adicidn de acetilenos asimétricos 
tiende a dar, principalmente, isdmeros en la posicidn-4 
para los grupos atractores de electrones, e isdmeros en la 
posicidn-5 para los grupos donadores de electrones^^*^^*^^ 
Por ejemplo, la cicloadicidn de azidas a inaminas o etoxia 
cetilenos da lugar al triazol que tiene el grupo amino o 
etoxilo en posicidn-5; sin embargo, la cicloadicidn a âcido 
propîdlico y propiolato de metilo conduce pre f e rent ement e 
al isdmero sustituido en posicidn-4^^

Un grupo muy volumînoso, como el trimetilsililo, 
tiende a ocupar la posicidn-4. La adicidn de azida de fenî  
lo a feniltrimetilsililo conduce, casi exclusivamente, a
4-trimetilsilitriazol^^• Esto puede ser de utilidad debi­
do a la fàcil eliminacidn del grupo trimetilsililo*

Otra forma de conseguir la adicidn regioespecifi-
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ca a acetilenos terminales es utilizando el derlvado de 
Grignard o el acetiluro en lugar de acetileno. Este tipo 
de reacciones, que transcurren en condiclones suaves condu 
cen a triazoles 5-sustitu£dos; los sustituyentes adiciona- 
les pueden incorporarse en la posici6n-4 a través del inter 
medio organometdlico.

2.- Reacciones de cicloadici6n de azidas de glicosilo.

El procedimiento mâs general y de majores résulta- 
dos para la obtenciôn de azidas orgénicas, es aquél que su 
pone la reacciôn de un derivado halogenado adecuado con 
una azida metâlica (azida de sodio o plata), en un proceso 
de sustitucidn nucleôfila bimolecular que transcurre con 
inversion de la configuracidn del âtomo de carbono en que 
se efectda la sustitucidn.

42Siguiendo este procedimiento Bertho sintetizo 
por primera vez una serie de azidas de glicosilo haciendo 
reaccionar los correspondientes haluros de glicosilo con 
azidas metâlicas^^, También se preparan de forma similar 
las azidas de los aminoazücares^^, o las azidas de furano
silo, taies como la azida de tri-O-benzoil-a-D-ixilofura-

45)
46
45nosilo y la azida de 2,3,5-tri-O-benzoil- p-D-ribofura-

nosilo
Un método de obtencidn mucho mâs favorables es el 

que transcurre mediante la azida de trimetilsililo, utili- 
zado por Birkofer^^. La azida de trimetilsililo reacciona.
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con facilidad, con cloruro o bromuro de glicopiranosilo 
acetilado para dar la azida de glicosilo correspondiente. 
Paulsen y colt^ han modificado este procedimiento, y en 
vez de utilizer el derivado halogenado, parten de un deri­
vado acetilado. Segdn este método, la reaccién de tetra-0- 
acetil-aldopentopiranosas y penta-O-acetil-aldohexopirano- 
sas con azida de trimetilsililo en presencia de trifluoru­
re de boro o tetracloruro de estaho, da lugar a las corres^ 
pondientes azidas de glicosilo. Mediante este método, s6lo 
se obtiene un anémero, aquél en el que el grupo azido estâ 
en posicién trans respecte del grupo acetoxilo en 0-2. El 
hecho de que el compuesto trans-l-OAc/2-OAc siempre conduce 
al producto trans-l-N^/2-OAc, permite suponer que durante 
la reaccién se forma un producto intermedio, el ién aceto- 
xonio ( X I I q u e  se abre en forma trans por la azida (e^ 
quema II). En la reaccién de compuestos cis-l-OAc/2-OAc,

BP

BP^-éter/(CH^) SiN 
é SnCl.OAc

AcO

CH

CH
XII

: OAc

AcO AcO 

Esquema II
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como en el caso de la tetra-O-acetil- a-D-xilopiranosa o 
tetra-O-acetil-p -D-arabinopiranosa, es posible que en pri 
mer lugar se produzca una anomerizaciôn al compuesto trans, 
catallzada por el trifluoruro de boro a tetracloruro de 
taho. Después de esta anomerizacién, la reaccién prosigue 
de la forma ya senalada. En otro caso deberfa producirse 
una sustitucién nucleéfila directa en el C-1 con inversién 
de la configuracién. Los rendimientos de azidas de glicosi^ 
los son mds reducidos en las reacciones con compuestos en 
los que la configuracién de los sustituyentes en 0-1 y 0-2 
es cis, que en aquéllos en los que dicha configuracién es 
trans•

La obtencién de azidas de glicosilo a partir de ha 
luros de glicosilo y azida sédica, segiîn Bertho^^, conduce 
también, generalmente, a compuestos trans-l-N^/2-OAc^^’

El problema conformacional de las azidas de glico­
piranosilo ha sido estudiado por ^aulsen y colf^ , quienes 
han llegado a la conclusién de que las conforraaciones pre- 
feridas en estas azidas son las A y B,

0 .

\
En nuestro trabajo hemos utilizado los siguientes
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azidoazrdcares: azida de 2,3>4,6-tetra-0-acetil-p -D-glucop^ 
ranosilo (XIIl), azida de 2,3,4-tri-O-acetil- p-D-ribopira 
nosilo (XIV), azida de 2-acetsunido-2-desoxi-3»4,6-tri-0- 
acetil-p -D-glucopiranosilo (XV) y azida de 2,3,5-tri-O- 
benzoil- p-D-ribofuranosilo (XVI).

AcO
Ac

AcO
AcOXIV

AcO AcNH
AcOXIII XV

AcO
AcO

XVI

N ^zOCH2 Q N.

OBz OBz

Las azidas XIII y XV^^ se preparan, con excelen- 
tes rendimientos, a partir del bromuro de 1,3,4,6-tetra-O- 
acetil- a-D-glucopiranosilo y cloruro de 2-acetamido-2- 
-desoxi-3,4,6-tri-0-acetil-a -D-glucopiranosilo y azida 
dica en N,N-dimetilformamida, segun se indica en el esque- 
ma siguiente para el derivado de glucosa.

CH^OAc
AcO

AcO
AcO

Br

N^Na AcO
AcO

AcO N,

XIII

La azida XIV se obtuvo por dos procedimientos dis­
tint os. En el primer procedimiento la 1,2,3,4-tetra-O-ace-
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til-p -D-ribopiranosa (XVII) obtenida por un procedimiento 
anâlogo al de Zinner^^ y Kissman^^, se transforma en el 
cloruro que a su vez reacciona con azida sôdica en N,N-di- 
metilformamida para dar lugar a la azida de 2,3,4-tri-û- 
acetil- p-D-ribopiranosilo (XIV). Esta azida se ha sinteti^

AcO AcOAcO
CIH
OAcAcO AcO Cl AcOAcO AcO AcO N.

XVII XIV

zado también por reaccién de la 1,2,3,4-tetra-O-acetil-p - 
D-ribopiranosa (XVII) con azida de trimetilsililo en pre­
sencia de tetracloruro de estaho, siguiendo un procedimien 
to similar al de Paulsen^^.

Por lo que respecta a la preparacién de la azida 
de 2,3>5-tri-O-benzoil-p -D-ribofuranosilo (XVI), se llevé 
a cabo por reaccién de cloruro de 2,3,5-tri-O-benzoil-D-râ
bofuranosilo con azida sédica, siguiendo el procedimiento

57descrito por Carrington . La configuracién p de esta az^
58da quedé demostrada por Baddiley cuando la sintetizé por 

primera vez.

Bz0ÇH2^0
CIH

OBz OBz

BzOCH,

OBz OBz

XVI
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Las azidas de glicosilo han sido empleadas anterior
mente como productos de partIda para la slntesis dé nucleo^

59sidos de 1,2,3-triazoles. Micheel y Baum fueron los pri- 
meros en utilizar este método para sintetizar 4-fanil-1- 
(2,3,4,6-tetra-O-acetil- p-D-gucopiranosil)-l,2,3-triazol, 
y el nucleosido desacetilado correspondiente, a partir de 
azida de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosilo y fe- 
nilacetileno.

El descubrimiento de que las bases de 8-azapurina, 
especialmente 8-azaguanina, actdan sobre distintos siste- 
mas biolégicos^^ ha estimulado grandemente la slntesis de 
nucleosidos de 1,2,3-triazol como intermedios hacia la sin 
tesis de dichos derivados. Los azidoazdcares reaccionan 
con dimetilacetilendicarboxilato para dar N-glicosiltriazo 
les (XVIII, R = 0-acetilglicosilo). Estos con amonlaco con 
dueen a dicarboxamidas (XIX, R = glicosilo), que con hipo- 
bromito potâsico se convienten en mezclas de 7- y 9-glico- 
silderivados de 8-azaxantina (XX y XXI, R = glicosilo)

N\
/N-
R

XVIII

CONH2
OHCONH

XX
XIX XXI

En nuestro laboratorio, se han realizado una serie 
de trabajos sobre slntesis de N-glicosil derivados hetero-
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clclicos entre los que se encuentran algunos derivados de 
triazol, por reaccién de cicloadicién dipolar-1,3* Asl,por
ejemplo, las azidas de glicosilo se han hecho reaccionar
con bencino para dar lugar a nucleosidos de benzotriazol^^
Las azidas de glicosilo también han reaccionado con dis-
tintos acetilenos como fenilacetileno^^ (esquema III), pro
piolato de metilo y âcido propiélico^^ (esquema III).

R-N.

R

+ HC=CR'
N'

N\

R"
Glicosilo 
Ph, CO^CH

N'

'R-
N\N- R-

3, COgH R R

Esquema III

Posteriormente^^, se ha realizado un estudio de las 
reacciones de azidas de glicosilo con diferentes nitro-ol£ 
finas a - p -insaturadas ( p-nitroestireno, p -bromo- p -ni- 
troestireno y p-nitroacrilato de n-butilo). Dependiendo 
de las condiciones de reaccién se obtienen diferentes pro— 
ductos de condensacién: N-glicosil-1,2,3-triazoles, N-gli- 
cosil-nitro-1,2,3-triazoles y 2-(glicosilamino)-nitroetile 
nos.

Por otra parte, y debido a la actividad anticance-
65rosa de ciertos derivados quinénicos , las azidas de gli­

cosilo se han empleado para la sfnteis de glicosil deriva­
dos de quinonas heterocfclicas mediante su reaccién de ci- 
cloadicién dipolar-1,3 a 2-metil-l,4-benzoquinona é 1,4-naf 
toquinona^^ (esquema IV). Algunos de estos compuestos mue^
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tran una actividad citostâtica significativa frente a cul­
tives celulares.

0

4- Gl-N, r rV x
0
II G1

Gl-N. H3C N

Esquema IV
II
0 \

G1

Harmon y llevaron a cabo la primera ci-
cloadici6n dipolar-1,3 entre diferentes azidas de per-0- 
acetil-p-D-glucopiranosilo y N ,N-dialquilamino-, etoxi- y 
etiltio- acetilenos. De estos estudios se desprende la im 
portancia de la naturaleza del sustituyente del acetileno 
sobre el curso de la reaccidn. Por su parte, El Khadem y 
col. también han sintetizado diverses glicosil-1,2,3-tria­
zoles por cicloadicién de diversas azidas de glicosilo a 

68fenilacetileno
Para la slntesis de nucleosidos de 1,2,3-triazol 

también se han empleado otros procedimientos. El mâs impor 
tante de elles es el de glicosidacién. Este método permite 
obtener, ademâs de los nucleosidos N-1 sustituldos que se 
obtenlan por el método de cicloadicién de azidas de glico­
silo, los nucleosidos sustituldos en N-2. Utilizando el m£
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todo de fusién se han preparado diverses 1- y 2-ribofurann 
sil-1,2,3-triazoles^^^, que se han empleado como bacterici 
das. Mediante el método de Hg(CN)^-nitrometano^^^ también
se han preparado diverses derivados de l-ribofuranosil-1,2,

6 Q c3-triazoles. Por otra parte, Witkowski y col. y Lehmkuhl 
y colf^^ sintetizan 2-glicosil-l,2,3-triazoles y 1-glico- 
sil-1,2,3-triazoles a partir del azücar acilado corre£ 
pondiente y v-triazoles (en su mayorfa sustituldos en la 
posicién-4) mediante el método de la fusién catalizada por 
âcido^^®.
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III.- SINTESIS DE HA.LOMETIL-1,2, 3-triazoles NO GLICOSIDICOS

La obtencién de los derivados triazélicos alquilantes 
cuya slntesis y actividad citostâtica se describe en esta 
nemoria, se planeé en dos etapas. La primera séria la pre­
paracién de una serie de derivados triazélicos sencillos, 
o compuestos modelo sobre los que se ensayarlan las slnte­
sis. Puesto que estos compuestos tendrlan ya el resto acti 
vo halometil-1,2,3-triazol, también podrlan indicar su posi 
ble actividad citostâtica. La comparacién de las activida- 
des de estos compuestos con las de los anâlogos glicosldi- 
cos que se sintetizarlan posteriormente permitirla astable^ 
cer relaciones estructura-actividad.

Los triazoles no glicosldicos cuya slntesis se pré­
tende son los 1-bencil-halometil-l,2,3-triazoles y los ha- 
lometil-1,2,3-triazoles no sustituldos. La obtencién de e£ 
tos TÎltimos compuestos permitirla su glicosidacién poste­
rior y la posible obtencién de N-1 y N-2 glicosil deriva­
dos.

1.- Obtencién de 1-bencil-halometil-l,2,3-triazoles.

Los triazoles alquilantes,cuya slntesis se des­
cribe a continuacién, se obtienen mediante dos porcedimien 
tos distintos que tienen en comiin a) el empleo de azida de 
bencilo como producto de partida y, b) la reaccién de ci­
cloadicién dipolar-1,3 a distintos acetilenos.

a) Por cicloadicién de azida de bencilo a halu­
ros de propargilo.
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El primer procedimiento consiste en la cicloa 
dicién dipolar-1,3 de azida de bencilo a cloruro o bromuro 
de propargilo para dar lugar a los l-bencil-4-halometil-l,
2,3-triazoles (XXIV).

N
XCHg-CaOH N\N

CHgX XXIV
a, X = Cl 
ïï, X = Br

Debido a la reactividad frente a nucleéfilos 
de haluros de propargilo y del halometiltriazol résultante 
(XXIV), la cicloadicién se lleva a cabo en ausencia de hu­
me dad, calentando los dos reactivos en benceno anhidro. D^ 
bido a la asimetrîa del dipolaréfilo (acetileno), en esta 
reaccién podrlan obtenerse dos productos, el 4-halometlli- 
co (XXIV) y el 5-halometllico (XXV).

La determinacién de la es—
tructura de los compuedios XXIV como los
isémeros estéricamente menos impedidos, ^

Nl-bencil-4-halometil-l,2,3-triazoles,se \
realizé en base a sus dates anallticos /
y espectroscépicos. Los anâlisis elemen 
taies indicaron la formacién del aducto XXV
correspondiente y la desaparicién de la 
banda de azida a 2200 cm ^ en el espec-

N CHgX
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tro de i.r., indica que dlcho aducto se habfa formado so­
bre el grupo azida.

La posicién del sustituyente halometllico se
déterminé estudiando el desplazamiento en distintos disol,
ventes (deuteriocloroformo y hexadeuteriodimetilsulféxido)

70del protén triazélico H-4 é H-5* En un estudio sobre 
los desplazamientos qulmicos de los protones H-4 y H-5 de 
1-metil-l,2,3-triazol y del H-5 del 4-bromo-l-inetil-l,2,3- 
triazol, se ha puesto de manifiesto que el protén contiguo 
al âtomo de nitrégeno sustituldo es el mâs sensible a los 
efectos del cambio de disolvente y a la naturaleza del su£ 
tituyente. En la Tabla I, se incluyen los valores de los 
desplazamientos qulmicos de los protones H-5 de los 4-hal£ 
metiltriazoles XXIV y de los protones H-4 y H-5 del 1-metil-
1,2,3-triazol. También se incluyen los val ore s de Aô =
^DMSO~ ^CDCl estos protones. Como se ve en la Tabla I 
los desplazamientos qulmicos del protén triazélico de los
compuestos XXIV son mucho mâs parecidos a los desplazamientos
qulmicos en los mismos disolventes del protén H-5 del l-m£ 
til-1,2,3-triazol que a los desplazamientos qulmicos del 
H-4. Por otra parte, los valores AÔ del protén triazélico 
de los compuestos XXIV son del mismo signo y anâloga magn^ 
tud a los valores AÔ del protén H-5 del 1-metil-l,2,3- 
triazol. El valor algo mayor de AÔ en los compuestos XXIV 
que en el 1-metil-l,2,3-triazol confirma la asignacién he- 
cha, ya que,como se ha mencionado mâs arriba, el desplaza



28

miento quimioo es muy sensible no s6lo al cambio del disol^ 
vente sino también a la naturaleza del sustituyente que, 
en este caso, ha pasado de ser H en posici6n-4 a ser CH^X. 
Esta asignacién coincide con la de los 1-glicosil-halome- 
til-1,2,3-triazoles cuya slntesis se describe mâs adelante. 
La determinacién de las estructuras de estos glicosil derî  
vados pudo hacerse con bastante seguridad, ya que en algu­
nos casos se pudieron obtener los dos isémeros 4-halometf— 
lico y 5-halometllico,

b) Por halogenacién de l-bencil-4-hidroximetil-
1,2,3-triazoles.

El segundo procedimiento de obtencién de los
1-bencil-halometil-l,2,3-triazoles consta de dos pasos: 
el primero de ellos es la cicloadicién de azida de benci­
lo a alcohol propargllico para dar el l-bencil-4-hidroxi-

71metil-1,2,3-triazol (XXIII) conocido . El segundo paso 
consiste en la halogenacién de este hidroximetil derivado 
para dar los halometil derivados XXIV. Esta halogenacién 
puede realizarse mediante diferentes procedimientos. Sin 
embargo, dichos métodos tienen que tener en euenta dos li­
rai tacione s importantes. La primera de ellas es la natura-

r^CHgOH 
   K

'̂ N

XXIII xxiv
X = Cl 

b, X = Br 
0, X = I
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leza bencllica del grupo halometilo resultant©, lo que le 
hace muy sensible a la presencia de nucleôfilos. Esta li- 
mitacién exige la ausencia de bases o de nucleéfilos fuer 
tes en el medio de reaccién, y en los procesos de aisla- 
miento y purificacién. La segunda limitacién es que, pues, 
to que estos son estudios sobre compuestos modelo, el .mé­
todo que se aplique ha de ser vâlido para la obtencién de 
los nucleosidos que se describen mâs adelante. La presen­
cia de un resto de azâcar en estos âltimos compuestos, que 
puede descomponerse a temperaturas elevadas o perder los 
grupos protectores en medios âcidos o bâsicos fuertes,ex^ 
ge también que las transformaciones se realicen en condi­
ciones suaves y a pH préximo a la neutralidad. Debido a 
que las condiciones restrictivas para realizar la haloge­
nacién sobre nucleosidos son algo mâs severas de las que 
serfan suficientes para la halogenacién de los bencil de­
rivados, la discusién que sigue sobre halogenacién de gru 
pos hidroximetilo se refiere a nucleosidos,ya que las con 
diciones de halogenacién de éstos ûltimos son suficientes 
para la halogenacién de los bencil triazoles y, lo con­
trario, pudiera no ser cierto.

La sustitucién de un grupo hidroxilo por un 
âtomo de halégeno, en el resto de aziîcar de nucleosidos, 
es una transformacién que se ha realizado mediante diver­
ses procedimientos, El mâs utilizado para la halogenacién 
de la posicién 5' consiste en la esterificacién de dicho
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grupo hidroxilo (XXVI) para dar un ester p-1oluensulf6ni- 
CO o metanosulfônico (XXVII), seguido de la reacci6n del 
nucleosido, protegido, con haluros alcalines para dar los 
5'-halonucleosidos (XXVIII) * . Otros procedimientos, ta
les como el de Vislmeier-Haak, que utili zan cloruro de tio 
nilo y o sus modificaciones que utilizan otros di-
solventss tales como hexametilfosforoamida'^, realizan la 
halogenaci6n directamente, pero requieren condiciones de 
reaccidn enérgicas o procesos de aislamiento y purifica- 
ci6n poco recomendables por incluir tratamientos enërgi- 
cos con nucle6filos^^*^^(p. ej., agua)•

HO

RO OR

MsO

RO OR

X

RO OR

XXVI XXVII XXVIII

La halogenacién de los âtomos de carbono se- 
cundarios del anillo de azdcar se ha realizado, también, 
por desplazamiento de p-toluensulfonatos o de metanosulf£ 
natos con haluros alcalinos^^*^^, y por apertura de ep6x^ 
dos (XXXI)^^*^^*^^ 0 de ciclonucleosidos (XXIX )^^ con 
iones haluro.
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La halogenacién de los grupos OH unidos dire£
tamente a la base requiere condiciones mucho mâs enérgic^é^^’^
que en principio no parecen recomendables dada la reactiv^
dad de los compuestos cuya slntesis se pretende.

En los âltimos quince ahos, se han désarroila
do una serie de métodos générales de halogenacién de entre

86los que destacan, el desarrollado por M.J. Robins que
utilisa haluros de uivaloilo como agentes halogenantes; el

87desarrollado por J.G. Moffatt , que utilisa haluros de
2-aciloxiisobutirilo y, por âltimo, el que emplea trifenil 
fosfina o trifenilfosfito en combinacién con una fuente de 
halégeno. Por su accesibilidad, suavidad y versatilidad, 
hemos elegido este âltimo método para la halogenacién de 
los hidroximetil-1,2,3-triazoles preparados en la etapa 
anterior.

La halogenacién mediante este procedimiento, 
puede realizarse con diferentes combinaciones de compues­
to de fésforo, fuente de halégeno y disolvente.•Por ejem- 
plo, los derivados de fésforo son compuestros trivalentes
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del mismo como: trifenilfosfina , t r i a l q u i l f o s f ^
93trifenilf osfito . Las fuente s de halégeno son muy diver-

94 *95 94.95sas, entre ellas los halégenos: cloro , bromo y
iodo^^’ tetrahaluros de carbono^^*^^'^^, ioduro de

93 96 97 98metilo ’ ’ y N-halosuccinimidas . Estos reactivos se
emplean formando parejas, "compuesto de fésforo-fuente de

99halégeno" de probada eficacia. Algunos de estos reactivos
son: trifenilfosfina-tetrahaluro de carbono^^*^^'^^, tri-

94.95fenilfosfina-bromo , trifenilfosfina-iodo, trifenil-
98 93fosfina-N-halosuccinimida , trifenilfosfito-bromo , tri_

fenilfosfito-iodo^^'^^'^^, trifenilfosfito-ioduro de met^
Los disolventes son siempre disolventes pola-

88 89 93 89res apréticos taies como: BMP ’ ’ , acetonitrilo , d^
89cloroetano , 1,2-dimetoxietano.

Aunque los mecanismos de todas estas reaccio_
, no han sido estudiados en detalle, par^ 

ce que todas ellas tienen en comdn, la formacién de un ha 
luro de fosfonio (XXXII3) por reaccién del compuesto de féŝ  
foro y la fuente de halégeno. Por reaccién de este inter­
medio con el alcohol, se forma un segundo intermedio de 
alcoxifosfonio (XXXIV). Por dltimo, la reaccién entre 
XXXIV y el ién haluro da lugar al derivado halogenado XXXV.

H;ï t X-H^ —  RX-P* X" ® r :-p-ojr

(XXXIII) (XXXIV)
I '
2‘R'-P=0 4. R^-X

r 2
(XXXV)
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Las cloraciones descritas en esta memoria se
han realizado con trifenilfosfina y tetracloruro de carbo-

' 90.99no en acetonitrilo. El mecanismo generalmente aceptado ' 
para esta transformaci6n es el siguiente:

+ - +
(C,H^),PC1 C C 1 , =  (CÆ),PCC1, ClO 9 3 3 , D ? 3  31 ROH

HCCl^ + (CgH^)^P-^R Cl

(CgH^) P=0 + R-Cl

Las bromaciones y iodaciones descritas sa han 
realizado utilizando fosfito de trifenilo y bromo o iodo, 
respectivamente, en disolucién de 1,2-dimetoxietano. El m£ 
canismo generalmente aceptado para esta transformacién es 
ex siguiente93.99a,99b

(CgH^O) P : ^ X - Z  i- (CgHgO)^^-X X -
CgHgûH

0—R 0

De acuerdo con lo expuesto anteriormente el
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l-bencil“4-hidroximetil-1,2,3-triazol (XXIII), reacciona 
con trifenilfosfina-tetracloruro de carbono en acetonitri­
lo anhidro para dar el 4-clorometiltriazol (XXIVa) idéntico 
al obtenido en el apartado anterior. Anâlogamente, por rea£ 
ci6n de XXIII con trifenilfosfito-bromo, en 1,2-dimetoxieta 
no, se obtiene el 4-bromometiltriazol (XXIVb) idéntico al 
descrito anteriormente. Por dltimo, por reaccién de XXIII 
con trifenilfosfito-iodo en 1,2-dimetoxietano se obtiene 
el l-bencil-4-iodometil-l,2,3-triazol (XXIVc) con buen ren 
dimiento.

Las estructuras de estos compuestos se deter- 
minaron en base a sus datos anallticos, que indicaron la 
sustitucién del grupo hidroxilo por un âtomo de halégeno, 
y, espectroscépicos, especialmente r.ra.n. (Tabla II) de

90acuerdo con el criterio mencionado en el apartado anterior 
La obtencién del l-bencil-4-fluorometil-l,2,3- 

triazol, también puede realizarse mediante reactivos halo­
genantes de fésforo anâlogos a los descritos, por ejemplo,
el difeniltrifluorofosforano (Ĉ Hj-) . Esta transope: 3 —
formacién puede realizarse ademâs, mediante otros reacti-

102vos como dietil-2-cloro-l,l,2-trifluoroetilamina , 
EtgNCPgCPClH. Dicha fluoracién,. puede llevarse a cabo por 
reaccién de un fluorure metâlico con un derivado halogena­
do mediante intercambio de halégeno, como se describe en 
la obra de R.D. Chambers "Fluorine in Organic Chemistry 
Sin embargo, estas reacciones suelen necesitar prolongados
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calentamientos a temperaturas super!ore3 a lOO^C, lo que 
las hace poco aconsejables para la fluoracién. de nucleosi­
dos.

En 1967, Pedersen^^^ descubrié la utilidad de 
unos compuestos que él denominé "crown ethers" (éteres co­
rona) para complejar cat!ones dejando, de esta forma, a 
sus aniones respectives libres. Dichos aniones, al no es- 
tar enmascarados por cationes que los solvatan, tienen una 
nucleofilia y, en casos, una basicidad mucho mayor, lo que 
aumenta su reactividad. Estos aniones activos,no solvata- 
dos, pueden reaccionar mediante sustitucién nucleéfila con 
distintos compuestos, entre ellos, haluros de alquilo y, 
mâs concretamente, los 4-halometil-l,2,3-triazoles (XXIV) 
descritos anteriormente para dar lugar a los correspond!en
tes 4-fluorometil-l,2,3-triazoles (XXIVd). Los éteres cor£

104ana son poliéteres ciclicos compuestos por una serie de 
unidades (CHg-CH^-O)^ que se repiten hasta cerrar un ci do, 
Para que estos compuestos ejerzan su actividad complejante 
de cationes, no es imprescindible que el heteroâtomo sea 
dxlgeno, ya que también puede ser S, N y P.

Los complejos pue­
den ser de varios tipos^^^^ .Por 
ejemplo, el complejo entre el ca 
tién sodio y dibenzo-l8-crown-6, 
se représenta en la figura. En 
general, el fenémeno de la forma
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ci6n del complejo es un proceso del tipo âcido de Lewis- 
base de Lewis. Los heteroâtomos bâsicos rodean al catién y, 
entre ellos se establece una interaccién electrostâtica 
que es aproximadamente igual entre cada heteroâtomo y el 
métal.

105En general, estas reacciones transcurren 
en condiciones sùaves y pueden realizarse en el seno de 
acetonitrilo, que ademâs de disolver al KP no afecta a los 
grupos halometllicos de los nucleosidos alquilantes de par 
tida.

Segân este esquema de reaccién, el tratamien-
to del 4-bromometil-triazol (XXIVb) con fluorure potâsico 

105anhidro y lo-crovm.-6 en el seno de acetonitrilo anhidro, 
da lugar a la formacién del 4-fluorometil-triazol (XXIVd).

N N
KP, acetonitrilo 

/ /

XXIVb XXIVd

La estructura de este compuesto, que résulté 
ser inactive frente a células HeLa, se déterminé siguien­
do los criterios mencionados anteriormente, a partir de 
sus datos anallticos y espectroscépicos. No obstante, hay 
que resaltar que en el espectro de r.m.n., la sehal corres.
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pondiente a los protones del grupo que en los com­
puestos anteriores aparece como un singlete, en este caso 
aparece desdoblada formando un doblete, por acoplamiénto
con el âtomo de fluor, cuya constante es = 50 Hz. Anâ

2 ” ”logamente, el protén H-5 triazélico también aparece como 
un doblete por un acoplamiénto de tipo alllico con el âto­
mo de fluor. Sin embargo, en este caso, la constante es mu
cho menor: J„ _= 2 Hz.H-5, P

2.- Obtencién de y-triazoles.

La slntesis de derivados triazélicos no sustitu^ 
dos en los âtomos de nitrégeno era el segundo objetivo den 
tro de este apartado de slntesis de derivados no glicosldj^ 
COS.

Los compuestos concretos cuya slntesis se preten 
dla son los de f émulas XXXVI y XXXVII

N'
N\N

-CHgX

H X = Cl, Br, I

^OHgX
N
/ CH X
H

XXXVI XXXVII
La obtencién de estos compuestos se considéra im 

portante ya que permitirla establecer relaciones estructu­
ra-actividad mâs complétas al poderlos comparar con los 1- 
glicosil- y los 1-bencil derivados. Por otra parte, los
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compuestos XXXVI y XXXVII podlan a su vez ser glicosidados 
dando lugar a N-1 y N-2 glicosil derivados, lo que permit 
rla de nuevo, establecer relaciones estructura-actividad 
entre los dos tipos de sustituciones N-1 y N-2.

Una biisqueda bibliogrâfica demostré que ninguno 
de los compuestos de fémrulas XXXVI y XXXVII habla sido 
descrito a pesar de la sencillez de su estructura. La sln­
tesis de estos compuestos se planted segdn très aproxima- 
ciones distintas.

a) Por cicloadicién de trimetilsililazida a halo- 
metilacetilenos*

El primer procedimiento, consiste en la cicloa 
dicién de trimetilsililazida a halometilacetilenos. Dicha 
azida es un reactivo de gran importancia para la slntesis 
de triazoles no sustituldos sobre nitrégeno, ya que es un 
producto comercial estable y puede usarse en sustitucién 
del dcido hidrazéico, evitândose de esta manera los ries- 
gos de dicho âcido. El producto de las cicloadiclones de 
azida de trimetilsililo a los acetilenos es un N-trimetil- 
silil-triazol, preferentemente el derivado N-2 sustituldo. 
El grupo trimetilsililo se élimina fâcilmente, generando el 
triazol no sustituldo, por tratamiento con disolventes pr^ 
ticos (p. ej. metanol). Las condiciones expérimentales de 
reaccién suelen implicar un calentamiento a temperaturas 
elevadas de la mezcla de reaccién.

La reaccién, en tubo cerrado, de una mezcla
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equiraolecular de azida de trimetilsililo y bromuro de pro­
pargilo para dar 4(5)-bromometi1-v-triazol se llevé a cabo 
en diferentes condiciones expérimentales. La temperatura de 
calefaccién oscilé entre 90 y 1609C durante 13 a 18 boras. 
El empleo de temperaturas superiores a 11Q9C produce la 
carbonizacién de la mezcla de reaccién. Cuando la reaccién 
se realiza a 90-C se obtienen sirupes espesos muy poco so­
lubles, que por tratamiento con metanol, con el fin dé rom 
per el enlace N-Si,no variaron. El estudio de estas sustan 
cias, mediante las espectroscoplas de r.m.n. e i.r., indi­
cé que podla tratarse de sustancias poliméricas.

La reaccién de la trimetilsililazida con clo­
ruro de propargilo en condiciones anâlogas condujo a simila 
res resultados.

b) Por halogenacién de hidroximetil-v-triazoles.
El segundo procedimiento consiste en la halo­

genacién de hidroximetil-v-triazoles, obtenidos previamente 
por cicloadicién de azida a hidroximetilacetilenos.

El primer paso de este proceso fue la slntesis 
de los hidroximetil-v-triazoles XXXVIII y XXXIX. Estos corn 
puestos se obtuvieron calentando a reflujo una mezcla equ^

/
H

CHgOH /N-N\N-
H

CHgOH

CH^OH

XXXVIII XXXIX
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molecular de trimetilsililazida y alcohol propargllico o 
1,4-di-hidroxibutino. Los rendimientos de estos productos, 
que se obtuvieron por separacién cromatogràfica, fueron 
muy bajos. La estructura del compuesto XXXVIII se déter­
miné mediante sus espectros de r.m.n. y de masas, y a que 
en su anâlisis elemental los datos correspondientes a los 
porcentajes calculados no fueron totalmente concordantes 
con los porcentajes teéricos de los elementos. La estruc­
tura de XXXIX se déterminé en base a sus datos anallticos 
y espectroscépicos de r.m.n. y masas.

De estos dos hidroximetil-v-triazoles se in 
tenté la bromacién del derivado XXXIX, que era el mâs esta 
ble. La bromacién se intenté mediante el procedimiento em­
pleado anteriormente, es decir, fosfito de trifenilo y br£ 
mo en 1,2-dimetoxietano y, también mediante tribromuro de 
fésforo en acetona anhidra^^^ a temperatura ambiante duran 
te la noche. En ambos procedimientos desaparece el produc­
to de partida formândose un producto nuevo en forma de ja 
rabe rojizo que al ser cromatografiado se descompone con 
gran facilidad. Por ello, el producto formado en las reac­
ciones de bromacién no pudo ser identificado.

También se intenté la cloracién de XXXIX con
90tetracloruro de carbono y trifenilfosfina en acetonitrilo 

y condujo a resultados anâlogos a los obtenidos en la bro­
macién.

c) Por hidrogenolisis de 1-bencil-l,2,3-triazoles,
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El tercer procedimiento para la obtenciôn de 
v-triazoles es la eliminaci6n del grupo bencilo de los ha-* 
lometil-l-bencil-l,2,3-triazoles. La eliminacidn del grupo 
bencilo puede realizarse por varies procediraientos, por 
ejemplo, por reducciôn con sodio o amonîaco l£quido^^"^f por 
reduccidn catalftica^^^^ calentando en piperidina^^^^ y por 
oxidaciôn con âcido crémico^^^^.

Es conocido que los ésteres, éteres y arainas 
bencilicos pueden ser hidrogenolizados dando lugar a tolu£ 
no y un âcido, alcohol o amina, cuando el compuesto bencl- 
lico se hace reaccionar en atmdsfera de hidrdgeno y en prê  
sencia de un catalizador?^e todos estes pro ce diraient os el 
unico que puede utilizarse, debido a la labilidad del gru­
po halometllico, es la hidrogenolisis del grupo bencilico.

Por elle se pensô que los bencil-1,2,3-triaz£ 
les preparados en el apartado anterior podrlan utilizarse 
como productos de partida para la preparacidn de halometil-
v-triazoles* Esta aproximaciôn ya se ha utilizado para sln

108tesis del y-triazol . Sin embargo, en nuetro case tenla 
el inconveniente de que los âtomos de hal6geno son de natu 
raleza bencflica, lo que hace que también pudieran hidroge 
nolizarse antes, o al mismo tiempo que los grupos N-benci- 
licos.

La hidrogenolisis se intenté, sin éxito, en 
distintas condiciones expérimentales. Como catalizadores 
se emplearon éxido de platino y paladio, como disolventes
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acetato de etilo, âcido acético y etanol. Los tiempos de 
reaccién oscilaron de uno a très dfas; las temperaturas 
desde la ambiente hasta lOO^C y las presiones de hidrôgeno 
desde la atnosférica hasta 5 atm. En las condiciones ensa- 
yadas, los l-bencil-4-clorometil-l,2,3~triazol (XXIVa) y 
l-bencil-4-bromometil-l,2,3-triazol (XXIVb), se recupera- 
ron inalterados, no observândose ninguna reaccién del pro- 
ducto inicial.
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IV.- SINTESIS DE HALOMETIL-l-GLIGOSIL-1,2,3-TRIAZOLES

Se ha descrito la sintesis de algunos derivados halo- 
metllicos de las bases de âcidos nucléicos^^, pero sôlo se 
conocen algunos ejemplos halometillcos de nucleosidos^^*^^ 
Estos ultimos derivados se ban preparado a partir de timi- 
dina (XL), haciéndola reaccionar con NBS para dar XLI o 
a partir del derivado XLII haciéndole reaccionar con HBr 
para dar XLIII

XL X = H, Y = H, R = OAc
XLI X = Br, Y = H, R = OAc
XLII X = OCH^CfHc, Y = OBz, R = Bz2 6 5
XLIII X = Br, Y = OBz, R = Bz

HO

RO Y
Los nucleosidos alquilantes halometil-l-glicosil-1,2,3- 

triazoles, cuya sintesis se describe a continuacidn, se ob 
tienen utilizando dos procedimientos distintos.

El primer procedimiento consiste en la cicloadicidn dî  
polar-1,3 de las azidas de glicosilo: 2,3,4,6-tetra-O-ace- 
til- p-D-glucopiranosilo(XIII), azida de 2,3,4-tri-O-ace- 
til-p-D-ribopiranosilo (XIV), azida de 2-acetamido-2-des— 
oxi-3,4,6-tri-O-acetil-p-D-glucopiranosilo (XV) y azida 
de 2,3,5-tri-O-benzoil-p-D-ribofuranosilo (XVI) con halo- 
metilacetilenos.Cuandodichos halometilacetilenos son cloru
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ro o bromuro de propargilo, se obtienen los 4- y 5-halome- 
til-l-glicosil triazoles XLIV y XLV (X = 01, Br) respecti- 
vamente. Cuando dichos halometil acetilenos son 1,4-diclo- 
ro- 6 1,4-dibromobutino, se obtienen los 4,5-bis(clorometil) 
6 4,5-bis(bromometil)-l,2,3“triazoles XLVI (X = Cl, Br).

N-
N
\

CHgX /N
\

/
Glicosilo

XLIV

N-

'N'
N.

/ CHgX \

CHgX

Glicosilo

XLV

OHgX
Glicosilo

XLVI

El segundo procedimiento de obtenciôn de los nucleosi­
dos alquilantes XLIV, XLV y XLVI consta de dos pasos. El 
primero de ellos es la cicloadiciôn dipolar-1,3 de una de 
las azidas de glicosilo,antes mencionadas, XIII, XIV, XV 
y XVI con alcohol propargllico para dar los 4- y 5-hidroxi^ 
metil-1,2,3-triazoles XLIV y XLV (X = OH), o con 1,4-dihi- 
droxibutino para dar 4,5-bis(hidroximetil)-l,2,3-triazoles 
XLVI (X = OH). El segundo paso consiste en la halogenaciôn 
de estos hidroximetil derivados mediante reactivos haloge- 
nantes de trifenilfosfina y trifenilfosfito para dar los 
halometil derivados XLIV, XLV y XLVI (X = Cl, Br, l).

1.- Obtenciôn de 1-glicosil-halometil-l,2,3-triazoles 
por cicloadiciôn de azidas de glicosilo y haluros 
de propargilo.
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Se ha estudiado la sintesis de nucleosidos alqu^ 
lantes con un solo grupo halometilo, llevândose a cabo las 
reacciones de cicloadiciôn dipolar-1,3 de las azidas de 
glicosilo: azida de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D—glucopira- 
nosilo (XIII), azida de 2,3,4-tri-O-acetil-p-D-ribopirano 
silo (XIV), azida de 2-acetajnido-2-desoxi-3>4,6-tri-0-ace- 
til-p-D-glucopiranosilo (XV) y azida de 2,3»5-tri-O-ben- 
zoil-p -D-ribofuranosilo (XVI) con cloruro de propargilo. 
Debido a la facilidad con que este cloruro se hidroliza, 
estas reacciones se han llevado a cabo en ausencia de hum^ 
dad, calentando los dos reactivos en el seno de tolueno an 
hidro. A causa de la asimetrla del dipolarôfilo, se obtie­
nen los dos productos XLVII y XLVIII que cabla esperar. No 
obstante, el 4-clorometil derivado XLVII,raenos impedido e^ 
téricamente, prédomina sobre su isômero, el 5-clorometil 
derivado XLVIII. En el caso de la cicloadiciôn de la 2,3»5- 
tri-O-benzoil-p-D-ribofuranosil azida (XVI) ilnicamente se 
obtuvo el isômero 4-clorometflico XLVII^. La cicloadiciôn 
de la azida de tri-O-acetil-p-D-ribopiranosilo (XIV), con 
dujo después de separaciôn cromatogrâfica a dos bandas. De 
una de ellas se aislô el 4-clorometil derivado XLVIIc, de 
la otra, que resultô ser homogénea en varias mezclas de dû 
solventes, se aislô una mezcla de dos productos isômeros.
El estudio del espectro de r.m.n.de esta mezcla revelô que 
dichos productos podrlan ser, 5-clorometil-l-(2,3»4-tri-0- 
acetil-p-D-ribopiranosil)-l,2,3-triazol (XLVIIIc) y 4-cl£



46

rometil-l-(2,3>5-tri~0-acetil-p -D-rlbofuranosil)-!,2,3- 
triazol (XLVIId). Este Ultimo producto se forma por con- 
traccidn del anillo de piranosa a furanosa, ya sea sobre 
la azida o sobre el nucleosido resultants. En la bibliogra
fia existen algunos antecedentes de este tipo de contrac-

109clones que normalmente estân catalizadas por âcido. En 
nuestro caso pueden formarse trazas de âcido mediante hi- 
drdlisis parcial del haluro de propargilo.

OlCHg-CscH + R-N.
N'

N

/
R

N*

OHgCl

XLVII

N-
N\N'
R

CHgCl

XLVIII

AcO
AcO

AcO

CH^OAc 0

AcNH

AcO

AcO
AcO

R = a R = b R = c

ACOCH2 Q

AcO OAc 
R = d

BzOCH

BzO OBz
R = e
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. La reacciôn de cicloadiciôn dipolar-1,3 de azi­
das de glicosilo a bromuro de propargilo, condujo a los nu 
cleosidos triazôlicos esperados. La cicloadiciôn de la azi 
da XIII condujo a una mezcla de los dos 4- y 5-bromometil-
1,2,3-triazoles XLIXa y La isômeros, en la que prédomina 
el isômero XLIXa menos impedido estéricamente. De las rea£ 
ciones de las dos azidas de ribosa XIV y XVI, sôlo se obti£ 
ne dicho isômero XLIX menos impedido. De la reacciôn de la 
azida de tetraacetil- p -D-glucosamina (XV) con bromuro de 
propargilo, no pudo aislarse ningUn producto ya que se pro 
dujo la descomposiciôn de los compuestos reaccionantes. Es

BrCHp-G^OH 4 R-N, \N-
/rN

/
R

N
/
R

CHgBr

XLIX
a, R = 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo 
£, R = 2,3>4-tri-O-acetil- P-D-ribopiranosilo 
£, R = 2,3,5-tri-O-benzoil-p-D-ribofuranosilo

ta descomposiciôn de los halometil-1,2,3-triazoles deriva­
dos de tetraacetil-glucosamina se ha producido también en 
otros casos, como se verà mâs adelante. Dicha descomposi­
ciôn, que da lugar a productos alquitranosos intratables, 
se interpréta que es debida a la reacciôn del nitrôgeno 
del grupo acetamido en C-2' de la gincosamina con el grupo
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-CHgX. A pesar de la reduelda nucleofilia de dicho grupo 
amida, la gran reactividad del grupo -CH^X que es de tipo 
propargllico, o bien bencilico, si ya se ha formado el 
triazol, unido a la elevada temperatura de la reacciôn (r£ 
flujo de tolueno) puede favorecer dicho ataque.

La separaciôn y purificaciôn de los productos 
obtenidos en todas las reaccciones descritas en esta memo- 
ria, se realizô mediante cromatografia de capa fina prepa- 
rativa.

Los procesos de aislamiento y purificaciôn de t£ 
dos los halometil-1,2,3-triazoles descritos, han de llevar 
se a cabo con rapidez y en ausencia de humedad, ya que de­
bido a su carâcter bencilico, se descomponen fâcilmente.De 
hecho, el paso del tiempo y la presencia de humedad produ­
ce oscurecimiento y descomposiciôn de estos productos. Es­
ta alteraciôn se ha comprobado experimentaimente en el ca­
so de XLIXa, ya que al registrar un espectro de r.m.n. en 
DMSO seco, se obtiene el espectro correspondiente a un pr£ 
ducto Unico puro. Sin embargo, al ahadir una gota de agua 
a esta disoluciôn y volver a registrar el espectro se ob­
serva, ademâs de las bandas correspondiente s a XLIXa la apa 
riciôn de otros conjuntos de sehales.

Las estructuras de los productos obtenidos se 
determinaron a partir de sus datos analiticos y espectros- 
côpicos. Los anâlisis elementales indicaron la formaciôn 
del aducto correspondiente y la desapariciôn de la banda
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—1de azida a 2200 cm en el espectro de i.r. indioô que la 
azida habia reaccionado para dar el triazol.

Los aspectos a determinar en la estructura de e£ 
tos productos son; la posiciôn del sustituyente halometlli^ 
co en 4 6 5 del anillo de triazol y la conformaciôn y con- 
figuraciôn del resto de azdcar.

La posiciôn del sustituyente halometilico se de- 
terminô estudiando el desplazamiento quimico,en distintos
disolventes,del protôn H-4 6 H-5 del triazol como se indi-

70c6 anteriormente para los 1-bencil-l,2,3-triazoles. En 
las Tablas III, IV, V y VI se incluyen los valores de los 
desplazamientos qulmicos de los protones H-4 y H-5 de los 
productos XLVII, XLVIII, XLIX y L, registrados en deuteri£ 
cloroformo y en dimetilsulf6xido-dg. También se incluyen 
los valores A5 ( Aô = 5^^^ ).

Como se ve en di chas Tablas, en aquellos casos 
en que se dispuso de los dos isômeros, se registraron sus 
espectros en los dos disolventes mencionados, y se asignô 
la estructura de l-glicosil-4-halometil-l,2,3-triazol a 
aquellos compuestos en los que el valor Aô fue mâs eleva 
do ( Aô - 0,6 ppm); ya que este hecho es una prueba eviden 
te de una mayor influencia de la naturaleza del disolvents 
sobre el desplazamiento quimico del protôn triazôlico (H-5 
en este caso). Lôgicamente a los otros compuestos con valo­
res Aô C  0,2ppm) se les asignô la estructura de 5-halometil. 
derivados. Cuando sôlo se obtuvo uno de los dos isômeros.
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como en el caso de los derivados de triacetilribopiranosa, 
tribenzoilribofuranosa y tetraacetilglucosamina, se hizo si 
guiendo el mismo criterio. En estos casos el valor Aô 
0,66-0,70 pp:i del desplazamiento del protôn triazôlico, in 
dicô que dicho protôn era contiguo al nitrôgeno sustituido 
y, por tanto, que se trataba de los l-glicosil-4-halometil-
1,2,3-triazoles XLVII e, XLIX£ y XLIX_e.

Esta asignaciôn también puede realizarse a partir 
de los espectros de r.m.n. de una pareja de isômeros 4- ô 
5-halometilicos en un solo disolvente, ya que el protôn H-5 
triazôlico de los derivados 4-halometflicos resuena siempre 
a campo mâs bajo que el protôn H-4 del correspondiente is^ 
mero 5-halometilico.

La conformaciôn de silla C-1 de los N-glicopiran^ 
sidos se determinô mediante la espectroscopia de r.m.n, a 
partir de sus constantes de acoplamiento. Asi, en los casos 
de los derivados de glucosa y glucosamina, los elevados va 
lores de las constantes de acoplamiento de los protones 
del resto de azdcar J = 9-10 Hz, indica que dichos proto­
nes ocupan posiciones axiales, que sôlo son compatibles 
con una conformaciôn C-1. Por otra parte, en los derivados 
de ribopiranosa, el elevado valor de la suma total de aco-
plamientos del protôn H-4 ( J-,, . , 4 J . , ^ ̂ a ̂3 ,4 4 ,5 ax. 4 ,5 ec.
- 19 Hz) es sôlo compatible con una disposiciôn axial de
dicho protôn y, por tanto, con una conformaciôn C-1.

La configuraciôn anômera de todos los N-glicopi-
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ranosil-1,2,3-triazoles también se déterminé mediante la 
espectroscopia de r.m.n., a partir de las constantes de 
acoplamiento 8,5-10 Hz que indican, una vez fijada
la configuraciôn C-1 de estos azdcares de la serie D, que 
dichos nucleosidos alquilantes tienen configuraciôn anôme­
ra p . La configuraciôn anomérica de XLVIl£ y XLIX£ no pu 
do establecerse definitivamente mediante r.m.n., puesto 
que el valor de las constantes de acoplamiento 
3 Hz para XLVIl£ y para XLIXjb esté comprendido en un inter
valo de valores que puede corresponder tanto a anômeros a

72como p en D-ribofuranosil derivados . Sin embargo, di- 
chas configuraciônes se asignaron como p, iguales a la de 
la azida de partida, porque en una reacciôn de cicloadi­
ciôn no es de esperar que se produzcan anomerizaciones. De 
hecho, en otras reacciones de cicloadiciôn realizadas en 
el nuestro^^'^^*^^'^^ y en otros laboratorios^^*^^ nunca 
se ha observado anomerizaciôn.

Los espectros u.v. de los 4-halometil y de los 
5-halometil derivados son anâlogos y no pueden emplearse 
para la distinciôn entre ambos tipos de compuestos.

2.- Obtenciôn de l-Glicosil-bis(halometil)-l,2,3-tria- 
zoles por cicloadiciôn de azidas de glicosilo a
1,4-dihalobutinos.

Siguiendo un proceso anâlogo al descrito anterior 
mente se ha estudiado la reacciôn de cicloadiciôn entre
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las azidas de glicosilo XIII, XV y XVI con 1,4-dicloro'but^ 
no y 1,4-dibromobutino, que dieron lugar a los triazoles 
LI y LII respectivamente. Debido a la simetrfa del dipola­
rôfilo, en estas reacciones sôlo se obtiene un producto de 
cicloadiciôn. Las reacciones de cicloadiciôn se han lleva­
do a cabo calentando los reactivos en el seno de tolueno 
anhidro. Los procesos de separaciôn y purificaciôn se han 
llevado a cabo con rapidez y en ausencia de humedad.

N'
ClCHg-CSO-CHgCl 4 R-N^ N

\ N-

CHgCl

OHgCl
R

LI
a, R = 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo 
£, R = 2,3>5-tri-O-benzoil-p -D-ribofuranosilo

N'
BrCHg-OsO-OHgBr 4 R-N^ N

GHgBr

CH^Br
R

L U
a, R = 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo

Anâlogamente a lo que se habia observado en el 
apartado anterior, la reacciôn de la azida de tetraacetil­
glucosamina con 1,4-dihalobutinos condujo a la formaciôn 
de productos alquitranosos intratables.
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Las estructuras de los productos LI y LII se han 
determinado en base a sus datos anallticos y espectroscôpi^ 
cos de r.m.n. Los anâlisis elementales indicaron que se ha 
bla formado un aducto y la desapariciôn, en el espectro de 
i.r., de la banda caracteristica de azida a 2200 cm**̂  indi 
CÔ que la azida habfa reaccionado.

La conformaciôn de los derivados de glucosa Lia y 
Llla se determinô mediante la espectroscopia de r.m.n. Los 
valores de las constantes de acoplamiento de los protones 
del anillo de pirano del azdcar J — 9-10 Hz, indicaron que 
dichos protones ocupaban posiciones axiales sôlo compati­
bles con una conformaciôn C-1. La configuraciôn anomérica 
p se determinô a partir de las constante J , _,= 8,5-9 Hz, 
cuyo elevado valor sôlo es compatible con una disposiciôn 
axial en H-1'. El valor de la constante de acoplamiento 

, g,= 2,5 Hz de Ll£ no permitiô la asignaciôn inequivoca1 jtL
del carâcter anomérico de este nucleosido, ya que dicho va 
lor puede corresponder tanto a anômeros a como a anômeros 
p en D-ribofuranosilderivados^^^. Sin embargo, la configu­
raciôn se asignô como p igual a la azida de partida por 
las razones antes mencionadas.

A pesar de la gran similitud de los dos grupos ha 
lometilicos en posiciones 4 y 5, sus senales respectives 
en los espectros de r.m.n. pudieron ser identificadas. De 
las dos sehales de estos grupos halometilicos, la que apa— 
rece a campo mâs bajo fue asignada al grupo CH^X en posi—



54

ci 6n 5, por que dicha senal en los compuestos Lia y L U  a no 
aparece como un singlete sino como un sistema AB. La no 
equiValencia magnética de los dos protones del grupo halo- 
metilico en 5 se debe, posiblemente, a varios factores en­
tre los que cabe citar una cierta restricciôn de la liber- 
tad de rotaci6n en torno al enlace C-5-CH2X producida por 
la presencia del grupo CH^X en C-4 y la del azdcar. El he-

R‘

OAcAc
Ac

AcO
1 2  1 R , R , R-̂  = H, H, X

cho de que la diferencia de desplazamientos qulmicos de e^ 
tos protones sea mayor en el bromoderivado que en el clor£ 
derivado, parece apoyar la importancia de este efecto est£ 
rico. En segundo lugar, la simetrla del azdcar hace que el 
entomo de cada uno de estos protones sea diferente y, por 
tanto, también contribuye a que los desplazamientos qulmi­
cos sean diferentes. Los desplazamientos qulmicos de los 
protones del grupo halometllico de los compuestos monosus- 
tituldos XLVII, XLVIII, XLIX y L siguen una pauta semejante
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Es decir, registrados en un mismo disolvente, el grupo ha­
lometllico en posicién 5 aparece a campo mâs bajo que el 
situado en posici6n 4. No obstante existe una excepciôn, 
la de los compuestos XLIXa y La cuando sus espectros se r£ 
gistran en DMSO-d^.

Con el fin de ensayar la actividad bioldgica de 
los nucleosidos desprotegidos, se pensé desacetilar algu­
nos de los compuestos con mayores actividades citostâticas. 
Los métodos habituales en la qulmica de nucleosidos^^ pa 
ra la eliminacién de grupos acilo consiste en el tratamien 
to del nucleosido protegido con metéxido o etéxido sédico 
en metanol o etanol respectivamente, o bien con una disolu 
ci6n de amonlaco en metanol. Debido a la inestabilidad del 
grupo halometilo frente a nucleéfilos, era de esperar que 
dichos reactivos de desacetilacién condujesen,no s6lo a la 
eliminaciôn de los grupos protectores, sino también a la 
transformacién del resto alquilante. No obstante, se hizo 
reaccionar el reactivo menos nucleéfilo, amonfaco/metanol 
con 4,5-bis(clorometil)-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glu 
copiranosil)-l,2,3-triazol (Lia) cuyos grupo clorometilo 
son menos reactivos que los grupos bromometilo y iodometi- 
lo. Esta reacciôn condujo a un producto siruposo, cuyo and 
lisis elemental fue sistematicamente incorrecte. La purif^ 
cacién de este jarabe se realizé por cromatografia en dis­
tintos sistemas de disolventes.

Como método de desacetilacién alternative se em-
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ple6 también el descrito recientemente por Kuhn y Von Wart 
112burg .Este método consiste en calentar a reflujo, en au­

sencia de humedad, una disolucién del nucleosido a desace­
tilar en metanol y en presencia de cloruro de zinc anhidro. 
Esta reaccién condujo a un producto siruposo cromatogrâfi- 
camente idéntico al obtenido anteriormente, pero que tamp£ 
co pudo obtenerse anal!ticamente puro.

3.- Obtenciôn de 1-glicosil-halometil-l,2,3-triazoles 
por halogenacién de l-glicosil-hidroximetil-1,2,3- 
triazoles.

Un segundo procedimiento que también se ha empleado 
para la obtenciôn de nucleosidos alquilantes del tipo hal£ 
metil-1,2,3-triazôlico consiste en la halogenaciôn de hi- 
droximetil-1,2,3-triazoles LIV. En este procedimiento se 
obtiene un intermedio nucleosldico, por cicloadiciôn de azî  
das de glicosilo a hidroximetilacetilenos LUI, que puede 
ser halogenado fdcilmente para dar los diferentes tipos de 
halometil-1,2,3-triazoles LV (R = Glicosilo, X = Cl, Br, I) 
Este procedimiento, a pesar de requérir dos pasos desde la 
azida hasta el nucleosido alquilante, en algunos casos pr£ 
duce mayores rendimientos globales de halometil-1,2,3-tria 
zol que el procedimiento descrito anteriormente. Esto se d£ 
be a que el primer paso de obtenciôn de los hidroximetil 
derivados LIV suele producir buenos rendimientos debido a 
la estabilidad de los hidroximetil-1,2,3-triazoles en las



condiciones de reacciôn. A su vez, el segundo paso, que s<- 
realiza en condiciones suaves, sue le dar rendimientos cuaji 
titativos, aunque durante el proceso de aislamiento y pur! 
ficaciôn parte del halometil-1,2,3-triazol résultante se 
descompone. La obtenciôn de los hidroximetil-1,2,3-triazo­
les también es interesante desde el punto de vista biolôgr. 
co ya que, debido a que no son agentes alquilantes aportau 
un nuevo elemento de juicio a la hora de establecer relacio 
nés estructura-actividad.

R-N^ 4 HOCHg-C^C-R'
LUI

R = Glicosilo 
R = H, CH OH

/
N-

N
\N'

R

CHgOH

•R-

LIV

N'
N\N.

/
R

CH.

R‘

LV

a) Reacciones de cicloadiciôn de azidas de glico­
silo a hidroximetilacetilenos.

Bajo condiciones expérimentales anâlogas a lar 
descritas anteriormente, es decir, calentamiento de los 
reaccionantes en el seno de un disolvente inerte tal como 
tolueno, se ha llevado a cabo la cicloadiciôn de las azi­
das de glicosilo XIII, XIV y XV con alcohol propargllico 
para dar los 4- y 5-hidroximetil-l,2,3-triazol derivados 
isômeros LVI y LVII. Las azidas XIII y XV también han reac. 
cionado con 1,4-dihidroxibutino para dar los 1-glicosil- 
4,5-bis(hidroximetil)-l,2,3-triazoles LVIII. Estas reac-
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clones dan, en general, buenos rendimientos de los produc­
tos respectives.

R-N^ 4 CH^C-CHgOH
r
N

/
E

OH OH N- 
//N\N'
/
R

'CHgOH

LVI LVII
a, R = 2,3»4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo
b, R = 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-p -D-

glucopiranosilo 
£, R = 2,3,4-tri-O-acetil-p-D-ribopiranosilo

R-N^ 4 HOCHg-CsC-OHgOH
/N-N
\
/
R

CH OH

CHgOH

LVIII
a, R = 2,3>4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo
b, R = 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-p-D-

glucopiranosilo

Las reacciones con alcohol propargllico condu- 
jeron en todos los casos a una mezcla de los dos isômeros 
posibles LVI y LVII en los que prédomina ligeramente el 
isômero 4-hidroximetilico LVI. En los casos de las reac­
ciones de la tetraacetilglucopiranosil azida XIII y la 
triacetilribopiranosil azida XIV, los dos compuestos se ob 
tuvieron como una mezcla cromatogrâficamente homogénea en
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diverses mezclas de disolventes. La pureza de los componen 
tes de la mezcla y sus estructuras respectives se determi­
naron a partir de los datos analiticos y espectroscôpicos 
de dicha mezcla.

Analogamente a lo que sucede en algunas de las 
reacciones descritas, la cicloadiciôn de la azida XIV con
1,4-dihidroxibutino conduce a una mezcla alquitranosa de 
la que no puede aislarse ningiîn producto puro. No se ha p£ 
dido determinar porqué estas reacciones conducen, en algu­
nos casos, a productos définidos y,en otros, a mezclas al- 
quitranosas poliméricas.

Las estructuras de los productos obtenidos se 
determinaron a partir de sus datos analiticos y espectros- 
côpicos. La posiciôn del grupo hidroximetilo,sobre las po­
siciones 4 ô 5 del anillo de triazol, se determinô estu­
diando la diferencia de desplazamientos quimicos del pro­
tôn triazôlico H-4 ô H-5 en deuteriocloroformo o en dime-
tilsulfôxido hexadeuterado, como se ha mencionado anterior

70mente . En las Tablas III, IV y V se incluyen los paréme- 
tros magnéticos de los compuestos LVI y LVII. A partir de 
los datos Aô = à Ô del protôn triazôlico,pue-

DMb U l/DU _L _
de verse que los isômeros 4-hioroximetilicos (LVI) presen- 
tan valores Aô = 0,51 ppm ( LVI a), 0,16 (LVIb), 0,45 ( LVIjc) 
mayores que los 5-hidroximetilicos (LVII) en los que Aô 
=0,12 ppm (LVIIa), 0,07 (LVIIb), 0,16 (LVIIc) como era de 
esperar, debido a que en los primeros el protôn triazôlico
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es contiguo al nitrôgeno sustituido. En los casos en que 
los compuestos LVI y LVII se ob tuvieron como una mezcla h£ 
mogénea, la asignaciôn de las senales de cada compuesto en 
el espectro de r.m.n. se realizô fâcilmente teniendo en 
cuenta las intensidades respectivas, ya que la proporciôn 
LVT/LVII fue aproximadamente 2/1.

La conformaciôn de silla C-1 de todos los gli-
cosil-hidroximetil-1,2,3-triazoles LVI, LVII y LVIII, se
determinô a partir de las constantes de acoplamiento de
los protones del resto de azdcar (Tablas III, IV y V). Los
valores de di chas constantes para los derivados de glucosa
LVIa, LVIla y LVIIIa, y glucosamina LVIb, LVIIb y LVIIIb,
J = 9-10 Hz, indican que dichos protones ocupan posiciones
axiales que sôlo son compatibles con una conformaciôn C-1.
Por otra parte, en los derivados de ribopiranosa, el eleva
do valor de la suma total de acoplamientos del protôn H-4'
( . , 4  J ., _, 4 J ., _, ^  19 Hz) es sôlo compatible3 ,4 4 ,5 ax. 4 ,5 ec.
con una disposiciôn axial de dicho protôn y, por tanto, con 
una conformaciôn C-1.

La configuraciôn anômera de los N-glicopirano- 
sil-1,2,3-triazoles se determinô también mediante la espe£ 
troscopia de r.m.n. Las constantes de acoplamiento J_, _, =1 fà
8,5-10 Hz de los nucleosidos obtenidos, indican, una vez 
fijada la conformaciôn C-1 de los restes de azdcar de la 
serie D, que dichos nucleosidos alquilantes tienen una con 
figuraciôn anomérica p . Las reacciones descritas constitu
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yen nuevo s ejemplos en los que la cicloadiciôn transcuxre 
sin que se produzca anomerizaciôn, ya que la configuraciôn 
del carbono anômero de las azidas de partida y de los nu­
cleosidos résultantes es la misma.

b) Reacciones de halogenaciôn de los 1-glicosil- 
hidroximetil-1.2.3-triazoles.

Ya se han discutido, en el capitule correspon­
diente a la halogenaciôn de l-bencil-4-hidroximetil-1,2,3- 
triazoles, las caracteristicas, aplicaciones y mecanismos 
de dichos métodos de halogenaciôn. Los reactivos y condi­
ciones de reacciôn son los mismos que alli se describieron. 
Las cloraciones se realizan con trifenilfosfina-tetracloru 
ro de carbono, las bromaciones con fosfito de trifenilo- 
bromo y las iodaciones con fosfito de trifenilo-iodo. Deb^ 
do a la nula actividad citostâtica de los fluorometilderi- 
vados, que se debe a su escasa capacidad alquilante, no se 
prepararon nucleosidos con grupos fluorometilo.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, se 
hizo reaccionar l-(2-acetamido-2-desoxi-3>4,6-tri-O-acetil- 
p-D-glucopiranosil)-4-hidroximetil-1,2,3-triazol (LVIb) 
con fosfito de trifenilo y bromo en disoluciôn de 1,2-dim£ 
toxietano para dar el 4-bromometil derivado UX. Este com-

N ( w > 3 ^  / " Y " ' " o ? 3____È__ K
fi



62

puesto no pudo ser obtenido directamente por cicloadiciôn 
de la azida XV y bromuro de propargilo, ya que dicha reac­
ciôn, que debe realizarse a temperatura elevada, produce 
la formaciôn de mezclas alquitranosas.

Analogamente, la reacciôn de los alcoholes LVIa 
y LVl£ con fosfito de trifenilo y iodo, en disoluciôn de 
1,2-dimetoxietano, condujo a los 4-iodometil derivados LXa 
y LX£, respectivamente. Como se mencionô anteriormente, 
los glicosil-hidroximetil-1,2,3-triazoles en los que el gru 
po glicosilo es tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo ô tri- 
O-acetil- p-D-ribopiranosilo, se obtuvieron como una mezcla 
de los dos isômeros 4- y 5-hidroximetflicos que no pudo s£ 
pararse en sus componentes individuales. La halogenaciôn

jf.
// I / n - L T P i \ T > / TN
\

(CgH^0)3P/l2 N
OHgl

/ /
R R

LVI LX
a, R  = 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilo 
£, R = 2,3>4-tri-O-acetil- p-D-ribopiranosilo

se hizo sobre dicha mezcla con la esperanza de que los dos 
derivados halogenados isômeros pudiesen ser separados por 
cromatografia o por otro me di o. Sin embargo, de estas rean 
ciones de iodaciôn se obtuvieron: el isômero 4-iodometili- 
co y distintos productos de descomposiciôn de naturaleza
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polimérica, segdn se desprende de su espectro de r.m.n. El 
rendimiento de este compuesto, referido al contenido de 
isômero 4-hidroximetilico de la mezcla de partida, fue bu£ 
no (>"80^). Esto parece indicar que los productos de des­
composiciôn se forman a partir del isômero 5-hidroximetili 
co o de su producto de iodaciôn.

Estos procedimientos de halogenaciôn también 
se han empleado para preparar halometil—triazoles obteni­
dos por cicloadiciôn de azidas de glicosilo a halometilac_e 
tilenos. Asi, por ejemplo, el 4,5-bis(hidroximetil)-l-(2,3,
4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranosil)-l,2,3-triazol (LVIIIa) 
reacciona con tetracloruro de carbono y trifenilfosfina en 
acetonitrilo anhidro para dar el 4,5-bis(clorometil)- de­
rivado Lia, y con bromo y fosfito de trifenilo en l,2-dime_ 
toxietano para dar el 4,5-bis( bromometil) - derivado Ilia.

N\N'
/
R

CHgCl

yN
-CH OH

\
/ CHgOH N' CH Br
R R

Lia LVIIIa Llla

Los rendimientos de este segundo método fueron 
inferiores a los del primero debido, principalmente, al ba 
jo rendimiento del primer paso de la reacciôn, es decir, 
la sintesis del dihidroxiraetil derivado LVIIIa.

Como en ocasiones anteriores, la obtenciôn de
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halometil-triazoles derivados de tetraacetil-glucosamina 
présenta dificultades. Los intentos de iodaciôn de l-(2-ace 
taraido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil- p-D-glucopiranosil)-4- 
hidroximetil-l,2,3-triazol (LVIb) con fosfito de trifenilo 
y iodo, no condujeron al derivado 4-iodometIlico LXb espe- 
rado. También fueron infructuosos los intentos de broma- 
ciôn con fosfito de trifenilo y bromo de 4,5-bis(hidroxim£ 
til) derivado LVIIIb. La razôn de estos hechos, como en ca 
SOS anteriores, se atribuye a la presencia del NH amidico 
del resto de azdcar que puede reaccionar con los grupos ha 
loraetilo de la misma o de otras moléculas.

Las estructuras de los productos résultantes 
se determinaron a partir de sus datos analiticos, que indĵ  
caron la sustituciôn de los grupos hidroxilo por âtomos de 
halôgeno y, a partir de sus datos espectroscôpicos. Los e£ 
pectros de r.m.n. de los halometil-1,2,3-triazoles son muy 
similares a los de los hidroximetil-1,2,3-triazoles de par 
tida. Las dnicas diferencias apreciables se observan en 
los desplazamientos quimicos de los protones H-4 ô H-5 tria 
zôlicos de los compuestos hidroximetilicos LVI y LVII con 
respecte a idénticos protones de los compuestos halometiU 
COS XLIX, L, LIX y LX (Tablas III, IV y V). También se ob­
serva que las resonancias de los grupos CH^X de los compue£ 
tos hidroximetilicos LVI, LVII y LVIII,aparecen, normalmen 
te, a campo mâs bajo que las de los correspondientes com­
puestos halometilicos (Tablas III, IV y V).
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Aunque en principio, no era de esperar que se 
produjese ninguna otra transformacién que la esperada de 
sustituciôn de un grupo hidroxilo por uno de halôgeno, y 
la similitud de los espectros de r.m.n. de ambos productos 
inicial y final asi parecia indicarlo, la conformaciôn y 
configuraciôn del resto de azdcar se determinaron a partir 
de las constantes de acoplamiento de sus protones siguien­
do un procedimiento anâlogo al descrito en casos anterio­
res (Tablas III, IV y V). Analogamente, la posiciôn del 
grupo halometilico sobre la posiciôn 4- ô 5 del anillo de 
triazol también se determinô a partir de los datos AÔ = 
^DMSO” ^CDCl fueron mayores para los derivados 4-ha-
lometilicos q^e para los 5-halometilicos.
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70TABLA I. Valorss de Aô comparatives de l-metil-1,2,3- 
triazol (a) y 4~bromo-l-matil-l,2,3-triazol (B).

Desplazandentos quimlcos (Ô)
Compuesto Oisolv. H-4 Aô H-5 Aô

A DMSO 7,72 -0 , 0 2 8,08 0,49
A CDCI3 7,74 - 7,59
B DMSO 8,31 0,71
B CDCI3 7,60

TABLA II, Parémetros magnéticos de 1-bencil-l,2,3-triazo 
les, Registrados a 100 MHz,

Desplazaraientos qufmicos (ô)
Compuesto Oisolv, CHgX H-5 Aô CHgN

XXIVa DMSO 4,77 8,17 0,79 5,56 7,28
XXIVa CDCI3 4,57 7,38 5,41 7,25
XXIVb DMSO 4,71 8,19 0,79 5,56 7,30
XXIVb GDGI3 4,51 7,40 5,47 7,31
XXIVc DMSO 4,42 8,07 0 , 6 8 5,50 7,26
XXIVc GDGI3 4,41 7,39 5,45 7,30
XXIVd DMSO 5,30 8,30 0,81 5,61 7,28
XXIVd CDCI3 5,42 7,49 5,48 7,29
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TABLA III (cont.). Constantes de acoplamiento (Hz)
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Compuesto *̂2 ',3' '̂ 3',4' "̂ 4',5'
XLVIIa 9 — 9,5 9,5
XLVIIIa 9 9 9 9
XLIXa 8,5 1 0 9,5 9,5
La 9 9 9 9
Lia 9 9 9,5 9,5
Llla 8,5 9 9 9
LXa 9 9,5 9,5 9,5
LVIa 9 — — —

LVIIa 9 — — —
LVIIIa 8,5 9 9 9
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Pi X Ĉ e^ (>
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TABLA IV (cont.). Constantes de acoplamiento (Hz)

71

Compuesto ^2%3' '^4%5'
XLVIIc 9 2,5 2.5 6

XLVIId 3 __ __

XLVIIIc 9 — —

XLIXc 9 3 3
LVIc 9 3 3 —
LVIIc 9 3 3
LXc 9 3 3 __■
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TABLA V(cont.). Constantes de acoplamiento (Hz)

73

Compuesto "̂ 2",3' "̂ 2',NH
XLVIIb 10 9,5 8 10
XLVIIIb 10 9,5 9 9
LIXb 10 10 9 10
LVIb 10 9,5 10 9
LVIIb 10 10 8,5 9,5
LVIIIb 9,5 10 9 10



74

(0aoNce
tA
oT
1
r4•Hs
2
%

9
CÛLA
•gN

IIm
CMv_̂
A
■S
Su
XDI
CO

$
E
IOL
H>
<
9H

N
î
§rH
CDIICO•HgCC

s
(0
£c

oCJ

NX 4 »m tn tn~3O+»c COQ)•H CM tn tnE “3(0rHa CMou rH co co(0 -3

tnV_ /CMXCJ

co CO tn00 tn oCMX «et xî xîCJ

co 8
< OtO

1—1 o01 tn CO tno 1ü X co CD*•HE«H3tj
mo+5C CM xî CDm tn (0 03 co•pt 1E X Xî(Ü I 1N CO co(0 % rH x^ 1—lrH 03a 1 xî xî01 X Xî01Q % rH O cocç H rH fH1X CO CO CO

\ CO xî 00CM CM CM CM1X (0 CO CO

« Xî CO COrH Xî >1X co co co
,
> co1—1 O rH oo co CJ CDto s Q 2•H Q CJ OQ
O•P(0m 0)1 Ot3 M M QlldE H> 5OCJ X X X

s
R
Oco

03O

CO
r4

en
(û

in
tn
cJ

co
r4

tn

s
oa
tn

rHCM

(O

Xt

iH^ O
8 iCJ Q

S
S

0303

i
tO 10 CO

s
co

co (O co

co
CJ8

CDl (Dl
3 3

NX
□4JC(DIdOU(0■s
tn

sItn
§CJ H



75

V.- E3TUDI0 DE LA ACTIVIDAD CIT03TATICA

Se dispone en la actualidad de iina gran variedad de me 
delos expérimentales para la detecciôn de agentes antineo- 
plâsicos, que incluyen procedimientes tante "in vitro" co­
me "in vive". Entre les primeros destacaremes la técnica 
de cultives celulares, cerne la mâs usual y diverses sxste- 
mas microbianes cuye fundamente es muche menes s6lide.

De les precedimientes "in vive" indicaremes, en primer 
lugar, la aplicaci6n de tumeres espentëneos obtenides en 
animales expérimentales de laboraterio y les sistemas de 
tumeres inducides per diverses agentes, pere es de resal­
tar, que la mayerfa de les cempuestes antiturneraies, que 
en la actualidad tienen use clfnice, fueren descubiertes 
cerne censecuencia de su actividad frente a tumeres tras- 
plantables de ratas e ratenes.

La uniea raz6n para el emplee de ensayes "in vitro" es 
su facilidad de realizaciôn y su utilidad en la seleccidn 
de sustancias petencialmente activas, pero en todes los ca 
ses estes resultades deben ratificarse con la infermaciôn 
cemplementaria que aperta su estudie sobre sistemas tumora 
les "in vive".

1.- Ensayes sobre cultives celulares.

Las ventajas de las técnicas de cultives celulares 
aplicadas a la valeracidn de agentes citostdtices potencia
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les han quedado plenamente demostradas en los extensos tra
111bajos de Eagle y Poley #

En este sistema se pueden llevar a cabo très tipos 
diferentes de pruebas: a) Estudio del efecto de compuestos 
de potencial antineoplâsico desconocido frente a cultivos 
de células derivadas de tumores "no humanos". b) Observa- 
ci6n de este mismo tipo de compuestos frente a Ifneas celu 
lares de tumores humanos# c) Determinaciôn de la actividad 
de agentes de potencial antitumoral conocido frente a tum£ 
res humanos procedentes de biopsias.

Los dos primeros tipos de pruebas son fâcilmente 
reproducibles y permiten la realizaciôn de estudios cuant^ 
tativos, ya que los requerimientos nutri ci onale s de las 1̂  
neas celulares establecidas se conocen perfectamente y per 
miten su cultivo prolongado.

En cuanto a los estudios del tercer tipo son mâs 
diffciles de realizar, pues solamente en casos aislados se 
logra el crecimiento de algunos tumores durante unos dfas 
6 a lo màs una generaciôn# Esto conlleva la imposibilidad 
de repeticiôn de pruebas que complementen los datos obteni 
dos en la primera.

El problema central de todos los estudios en culti 
vos celulares radiea en la valoraciôn de los efectos obser 
vados. Para ello hay que establecer un control adecuado y 
desarrollar un método de medida de la actividad citostâti- 
ca de los compuestos ensayados. Entre los métodos mâs usua
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les consideraremos los siguientes:
a) En el caso de cultivos estacionarios en monoca-

pa se puede hacer una medida directa del desarrollo de la
capa celuiar mediante recuento de las células vivas^^^.

115b) Un segundo método descrito por Miyamura con­
siste en hacer crecer las células en una plaça de agar, 
donde son expuestas a los agentes en estudio contenidcs en 
cilindros de porcelana, Después de un tiempo determinado 
de incubacién, se desécha el contenido de los cilindros y 
se imprégna la plaça con azul de metileno, permaneciendo 
azules las zonas donde ha habido inhibici6n mientras se d£ 
coloran las zonas en que ha proseguido el crecimiento celu 
lar.

Existen otros métodos en los que la viabilidad
de los cultivos se détermina mediante el uso de colorantes,

H  6como el descrito por Fujikawa que emplea colorantes como 
el agente de Feulgen, rojo neutre, azul tripan y rojo con 
go.

c) Otra posibilidad de valoracién de la prolifera-
cién celular es mediante medida de la transmisi6n de la luz

117a través del medio donde crecen las células que juntamen
te con los datos aportados por la observacién de fenémenos
citolégicos (originados por el compuesto en estudio), taies
como; incremento de desechos celulares, cambios nucleares
y citolisis, proporcionan una estimacién bastante exacta

113de la actividad citostâtica
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d) Oyama y Sagle"^^ han descrito un sistema de va­
loracién del crecimiento celular en el que utilizan un rea£ 
tivo de fenol (Polin-Ciocalteaux) para medir colorimetrica 
mente el contenido total en proteinas del cultivo celular. 
Basados en la suposici6n de que la cantidad total de pro­
teinas permanece constante a lo largo del ciclo celular, 
exprèsan el resultado en ndmero de células mediante aplica 
cién de un factor de correccién.

Las lineas celulares mâs usuales empleadas en es­
tes estudios son las "HeLa", que procedentes de un carcinjo

120ma de utero humano fueron aisladas por Gey y col. en 1952 ,
y las KB que provienen de un carcinoma humano de nasofarin 

121ge . Estas ultimas son las utilizadas por el "Cancer Ch£ 
motherapy National Service Center (U.S.A.)" en su programa 
de "screening" de agentes antineoplâsicos.

Con estas técnicas de cultivos celulares se prêten 
de ohtener una primera estimacién de actividad citostâtica 
que sirva de hase en la seleccién de compuestos para prue­
bas posteriores "in vivo".

A pesar del carâcter orientativo de este tipo de
ensayo^es de resaltar que en muchos casos se ha logrado 
una buena correlacién entre citotoxicidad "in vitro" y ac­
tividad citostâtica "in vivo" en sistemas de tumores tran^ 
plantables.

2.- Sistemas microbianos.
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Se basan en la suposici6n de que un compuesto que
inhibe el crecimiento bacterianc présente una actividad sje
mejante en células cancerosas, en el supuesto de que puede

122interferir alguna ruta metabélica similar en ambos ti­
pos de células (procariética y eucariética). Sin embargo 
existen las suficientes diferencias entre una bacteria y 
una célula humana, en cuanto a composiciôn de membrana, r^ 
bosomas, organizacién del material genético, etc., como pa 
ra que un posible citostâtico (por ej. un inhibidor especl^ 
fico de biosfntesis de proteinas por ribosomas 80 3) mues- 
tre la misma actividad en el sistema microbiano (ribosomas
70 S). Por ello es bastante improbable que estes sistemas

123reemplacen a los anteriores

3.- Sistemas de tumores esnontàneos.

Los tumores aparecidos espontâneamente en animales 
susceptibles fue iniciaimente el sistema elegido para el eŝ  
tudio de la actividad citostâtica. No obstante el empleo de 
estes sistemas se ha restringido, ultimamente, debido a una 
serie de factores;

En primer lugar el tiempo impredecible de apari- 
cién de los tumores, su baja incidencia adn en razas muy 
susceptibles y, en censecuencia el elevado ndmero de anima 
les necesarios.

Por otra parte el problema que supone la eleccién 
de tumores adecuados, junte a las dificultades que surgen
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para hacer un diagnéstico y una medida de la regresién en 
aquellos casos en que no se encuentren an sitios facilmen- 
te accesihles#

Por todos estos inconvenientes su uso en la actua­
lidad es muy limitado y, prâcticamente s6lo se recurre a 
ellos para estudios sobre tumores de marna.

4.- Sistemas de tumores inducidos.

En una variedad de animales» se pueden inducir 
tumores en diferentes zonas, por agentes fisicos, qufmicos 
o virales. El método qulmico^^^ es el mâs frecuentemente 
utilizado y de hecho una vez inducido el tumor por el car- 
cinégeno no se distinguen prâcticamente, en su desarrollo, 
de uno espontâneo.

Las principales desventajas que conlleva el uso de 
tumores inducidos estriban en la incomodidad que implica 
el manejo de un numéro considerablemente alto de animales 
(dada su baja incidencia) para utilizar en un solo ensayo, 
y las dificultades que. supone la eliminacién del carcinég£ 
no implant ado una vez lograda la induc cién del tumor.

5.- Sistemas de tumores trasplantables.

En la actualidad los sistemas de tumores trasplan 
tables en animales expérimentales constituyen la base de 
la mayorfa de los programas establecidos para la bdsqueda
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de nuevas sustancias antineoplâsicas, habiéndose desarro-
125llado un gran nümero de estos sistemas

Cualquier tumor maligno, ya sea espontâneo o indu­
cido, es petencialmente trasplantable en un numéro deter­
minado de especies.

El trasplante consiste en esencia en introducir 
una cantidad determinada de células tumorales en una zona 
adecuada del animal. En el caso de tumores sélidos la ino- 
culaci6n se efectua subcutânea o intramuscularmente, ya en 
forma de suspensién del. te jido tumoral c onveni en t emen t e pî  
cado, o bien como pieza sélida por medio de un trocar. Si 
se pretende obtener en forma ascftica se inyectarâ intrap^ 
ritonealmente a la dilucién adecuada.

Los tumores trasplantados empleados para pruebas 
antitumorales deben reunir una serie de caracterfsticas, 
asf: tienen que ser estables, indiferenciados, genéticamen 
te neutres y obtenidos por transplantes sucesivos. Antes 
de su uso para estos fines han de haber pasado al menos a 
través de très generaciones de animales. Durante los prim^ 
ros estadfos del trasplante en serie, los tumores mantie- 
nen su seme janza con el original del que de ri van, pudiendo 
crecer linicamente en un nâmero limitado de huéspedes. Pos- 
teriormente tiene lugar una regresién con la pérdida cons^ 
cuente de la tipologia, lo que conlleva la facilidad de 
aceptacién por mayor numéro de huéspedes, abarcando indu 
so algunos de composicién genética diferente
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Para el mantenimiento de determinados sistemas tu 
morales (L-120,P-388, CD8P1, etc...) es imprescindible que 
los huéspedes sean de razas especfficas dentro de una mis­
ma especie y, a su vez, que se haya seguido una consangui- 
neidad rigurosa a lo largo de todas las generaciones/ si 
bien para ensayos de actividad citostâtica, estudios sobre 
dosis respuesta, determinacién de Indices terapéuticos, 
etc... se pueden utilizar hfbridos P^. Otros sistemas en 
cambio (EGA, S-I80, etc.) no exigen este dltimo requisite.

Los sistemas tumorales mâs empleados en los estu­
dios sobre actividad antineoplâsica son la leucemia P-388, 
leucemia L-1210, el sarcoma S-I80 y el tumor ascftico Ehr- 
lich EGA, todos ellos de razas concretas de ratones; y el 
carcinoma de Walker y sarcoma Yoshida de ratas, también de

127razas especîficas
Una de las grandes ventajas de esta técnica de en 

sayo es el poder utilizar un nümero grande de animales en 
los que se ha desarrollado simultaneamente el tumor, pues 
el trasplante prende en un porcentaje muy elevado de anima 
les.

Por tanto, los tumores trasplantables son el ins­
trumente mâs importante de que disponemos en la biisqueda 
de nuevas sustancias antineoplâsicas. Sélo la falta de 
apreciacién de ciertos principios bâsicos y el desconoci- 
miento de los cambios en las propiedades biolégicas que ex 
perimentan los tumores sometidos a trasplantes seriados han
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llevado en algunos casos a interpretaciones falsas de re­
sultado s, que han sido la base de discusiones en tomo al 
significado de este tipo de ensayo. Pero con sus arguiaen- 
tos a favor y en contra es hoy dfa el método mâs utilizado.

VI.- REMCIONES ES TRUC TURA-AC TIVIDAD

Se ha estudiado la actividad citostâtica "in vitro" 
frente a cultivos de células Hela de todos los compuestos 
descritos en esta memoria.(véase Método de ensayo, pâg. 127 
y Resultados, pâg. 131). De los datos expuestos en las ta­
blas VII y VIII (pâg.132) se pueden deducir ciertas rela- 
ciones estructura-actividad. AsI, en todos los casos la a£ 
tividad citostâtica, respecte al radical halometflico, au- 
menta en el senti do R-OHgP<^R-CHgCl <^R-CHgBr<([]R-CHgI, lo 
que corresponde exactamente con el mismo orden creciente 
de capacidad alquilante que poseen dichos radicales.

En el caso de los derivados bencilicos, sintetizados 
como nodelo, no se llega a detectar actividad cuando estas 
estructuras portan el resto precisamente por esta
circunstancia se desestimé la obtencién de mâs derivados 
fluorados. As! mismo la sustitucién del grupo halometflico 
por el hidroximetilico conlleva una pérdida total de la ajc 
tividad.

Por otra parte la posicién ocupada (4 é 5) por el ra­
dical -CH^X en el nùcleo de triazol no çarece influir deci 2 "  —
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sivanente en la actividad,pues en los casos estudiados los 
valores obtenidos son siempre del mismo orden.

Hesnecto al resto de azdcar se observa una graduaci6n 
del mismo tipo en el caso de la glucopiranosa y ribopirano 
sa, mientras que con la 2-glucosamina y la ribofuranosa 
(benzoilada) la actividad disminuye ostensiblemente, salién 
dose en todos los casos del margen de significancia.

Queda por tanto bien esclarecido que la actividad es­
ta vinculada a la presencia del resto alquilante -CH^X en 
la molécula, mientras que el resto de azucar parece desem- 
penar el papel de modulador de la actividad.
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Los anâlisis elementales se realiza- 
ron por J. Prieto bajo la direccién del Dr. J. 
Caiderôn en el Laboratorio de Microanàlisis 
del C.N.Q.O.

Los puntos de fusién no estân corregi
dos.

Los espectros de i.r. se registraron 
en un espectrofotémetro Perkin-Elmer, modelo 
257.

Los espectros de u.v. en un espectro-
fotôïïietro Perkin-Elmer 350 6 402.

Los espectros de r.m.n. en un espec-
trémetro Varian XL-100 o en un esnectrémetro
Perkin-Elmer R-12, utilizando como referencia
interna TM3.

Los espectros de masas se han obteni-
do en espectrémetro Hitachi-Perkin-Elmer, mod_e
lo RMV-GMG con marcador intemo de masas.

Las cromatografias de capa fina se
realizaron en cromatoplacas de 0,25 mm. de gel
de silice Merck y las cromatografias en
plaças preparatives de 2 mm. con gel de silice
PF^_. Merck. Las manchas se visualizaron con 2p4
una lâmpara de luz ultravioleta de 254 nm.

Las separaciones cromatogrâficas en
colurana se realizaron con gel de silice Merck 
tipo 60 (70-230 mesh).
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I.- PREPARACION Y ORIGEN DE LOS PRODÜCTOS DE PARTIRA

1.- Alcohol propargflico. Procedencia comercial, Pluka
A.G.

2.- Bromuro de propargilo. Procedencia comercial, Plu­
ka, A. G.

3.- Cloruro de propargilo. Procedencia comercial, Plu­
ka, A.G.

4.- 1,4-Dihidroxi-2-hutino. Procedencia comercial. Plu
ka, A.G.

5.- 1,4-Dicloro-2-butino. Procedencia comercial, Pluka
A.G.

6.- Azida de trimetilsililo. Procedencia comercial. Plu
ka, A.G.

7.- D(-)glucosa anhidra. Procedencia comercial, Pluka
A.G.

8.- N-aoetil-D-glucosamina. Procedencia comercial. Plu
ka, A.G.

9*- D(-)ribosa. Procedencia comercial, Pluka, A.G»

10.- 1,4-Dibromo-2-butino.
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A una mezcla de 40 ml. de benceno y 5 g* (0,058 m£ 
les) de l,4-dihidroxi-2-butino se anaden, gota a gota,
13,7 g. (0,051 moles) de tribromuro de fésforo, manténiendo 
la mezcla con agitacién magnética y a temperatura ambiente. 
Pinalizada la adicién, se eleva un poco la temperatura y 
se continua la agitacién durante una noche. A continuacidn, 
se anade agua helada y la mezcla se extrae con éter (3x50ml.) 
Los extractos as! reunidos,se lavan con una disoluciôn de 
bicarbonate sédico, se secan y el 1,4-dibromo-2-butino se 
obtiene por destilacién fraccionada como un aceite amari— 
llo que 08curece al aire, p.eb. 60^0/0,07 mm. Hg, n ^ ^ * = 
1,5987; 60ac/0,07 mm. Hg, 1»592?)P®

11.- Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a -D-glucopirano-
silo.

En un matraz de medio litro se introducen 29,7 g. 
(0,165 moles) de D(-)glucosa anhidra y 151 g. (1,40 moles) 
de anhldrido acético al 95^. A esta mezcla se ahaden, con 
agitacién magnética suave, dos gotas de âcido sulfdrico.
La reaccién comienza, la mezcla de reaccién se calienta, y 
la glucosa se disuelve poco a poco. Si la temperatura de 
la mezcla alcanza el punto de ebullicién, se sumerge momen 
tâneamente el matraz en agua frfa. Después de unos diez o 
quince minutes se ha disuelto la glucosa y la temperatura 
de ebullicién de la mezcla alcanza unos lOO^C. A continua- 
cién, se adapta al matraz un refrigerants de reflujo y se
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calienta en bano de vapor durante dos horas. Entonces se 
separan por destilacién a presién reducida, aproximadamen- 
te, unos 100 ml. de la mezcla de âcido y anhldrido acético.

Al jarabe amarillo résultante, mantenido caliente, 
se le ahaden 32,5 g. (30,1 ml.; 0,32 moles) de anhldrido 
acético; la mezcla se calienta ligeramente y se agita has- 
ta que la disolucién se hace homogènes. Seguidamente, se 
burbujéa a través de esta disolucién una corriente de âcido 
bromhldrico seco. Después de enfriar la mezcla en baho de 
hielo se tapa el matraz herméticamente y se mantiene en la 
nevera toda la noche a 5-C.

Los âcidos bromhldrico y acético, y el anhldrido 
acético se separan de la disolucién amari11enta por desti- 
lacién a presién reducida calentando en baho de agua, cuya 
temperatura no exceda de 609C. Durante la destilacién, la 
disolucién se hace mâs brillante y mâs os cura. Seguidamente, 
se destila a alto vaclo (presién inferior a 5 mm. Hg),man- 
teniendo la temperatura del baho entre 50-609C durante unos 
très cuartos de hora, has ta que ya no destila mâs. El resi^ 
duo del matraz se recristaliza en la mezcla éter sulfûrico/ 
éter de petréleo. El producto asl obtenido se seca sobre 
hidrôxido s6dico, p.f. 88-892C; (p.f._ 88-892cP . Eto. 73?̂

12.- Azida de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-P -D-glucopiranosi- 
lo* (XIII)

A una suspensién de 16,5 g. (0,25 moles) de azida
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sédica en 225 ml. de N,N-dimetilforma2nida pura y seca, se 
ahaden 33 g. (0,OBOmoles) de bromuro de 2,3,4,6-tetra-O- 
acetil-a -D-glucopiranosilo. La mezcla se calienta al ba­
ho maria, mientras se agita durante dos horas. Pasado este 
tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente y se vierte 
sobre 500 ml. de agua frla. El precipitado que se forma,se 
filtra y lava con agua abundante. El sélido asl obtenido 
se seca sobre pentéxido de fésforo y se recristaliza de m£ 
tanol, p.f. 12720; 1 ^ 7 2 0 ) Rto. 41^

13#- 1,2,3,4-Tetra-O-acetil-P -D-ribopiranosilo.

55 56Se sigue el procedimiento de Zinner y Kissman
con algunas modificaciones. Se disuelven 30,02 g. (0,2 mo­
les) de D(-)ribosa en 230 ml. de piridina anhidra y, mantje 
niendo la mezcla con agitaciôn magnética, se agregan 84,35 g. 
(0,82 moles) de anhldrido acético destilado y seco. La rea£ 
cién se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas.
A continuacién, se concentra la disolucién en el rotavapor, 
y el residue se évapora cuatro veces consecutivas con 15 ml. 
de xileno anhidro (cada vez). Las ültimas trazas de disol- 
ventes se eliminan por destilacién a alto vaclo. Al sirupe 
asl obtenido se le ahaden 200 ml. de éter anhidro aparecien
do casi inmediatamente unos cristales blancos, 42,52 g. iSTfo)

, X 56p.f. 103-10520; (p.f.^^^^^l03-1052C)
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14.- Cloruro de 2,3,4-tri-O-acetil-D-ribODiranosilo.

Se disuelven 5,85 g. (0,0X8 moles) de 1,2,3»4-tetra 
-0-acetil-p -D-ribopiranosilo en 120 ml. de éter anhidro, 
saturado con dcido clorhldrico seco a O^C, y la disolucidn 
se deja en repose tres dfas. Después, el disolvente se elî  
minaapresidn reducida y el residue se evapora tres veces 
con benceno anhidro, estando el bane a 15-C. De esta manera 
se obtiene el cloruro de 2,3,4-tri-O-acetil-D-ribopiranosi^ 
lo como un sirupe (6,02 g.) que se utilisa "in situ" en 
el proceso de slntesis que se cita a continuaciôn.

15.- Azida de 2,3,4-tri-O-acetil-P-D-ribopiranosilo. (XIV)

a) Por reaccidn de cloruro de 2,3,4-tri-O-acetil- 
D-ribopiranosilo con azida sôdica.

Se sigue un procedimiento similar al de Carrin^ 
ton . Se disuelve el sirupe (6,02 g.) obtenido en la rea£ 
ci6n anterior en 135 ml. de acetonitrilo anhidro y se afla- 
den, con agitacidn magnética, 10,4 g. (0,16 moles) de azi­
da s6dica. La mezcla se calienta a reflujo (en ausencia de 
humedad) durante dos horas. A continuacidn, se filtra y el 
filtrado se evapora a sequedad, lavdndose varias veces con 
benceno anhidro. De esta manera, se obtienen 5,24 g. de un 
sirupe que se purifica en cromatograffa de columna de gel 
de silice utilizando como eluyente acetato de etilo: éter 
de petréleo (1:3). Se recogen 2,90 g. de un sirupe amarillo
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pâlido (primer producto recogido) cromatogrâficamente puro, 
que se identifica por su espectro de i.r. (banda de tensidn 
N=N a 2130 cm ^), r.m.nt^ y por reacciones posteriores.

b) Por reaccidn de 1,2,3,4-tetra-O-acetil-p-D- 
ribopiranosilo con azida de trimetilsililo.

Se sigue un procedimiento semejante al utiliza- 
do por Paulsen^^. A 3,18 g. (0,01 ml) de 1,2,3,4-tetra-O- 
acetil-p-D-ribopiranosilo y 1,5 ml. de azida de trimetil­
sililo, se anade 1 ml. de tetracloruro de estano en 90 ml. 
de dicloroetano anhidro. Después de estar 90 minutes a tem 
peratura ambiente, se lava dos veces con 50 ml. de agua 
(cada vez), se neutralisa con disolucién de bicarbonate s^ 
dice y posteriormente se lava con agua. A continuacién, se 
separan las dos fases en un embudo de decantacién, la fase 
orgéniea se seca con cloruro célcico y se eliminan los di- 
solventes. El residue siruposo obtenido se purifica en co­
lumna de gel de silice eluyendo con acetato de etilo:éter 
de petréleo (1:1). Asi, se recogen, en primer lugar, 2,38 g. 
(80^) de un sirupe amarillo pâlido idéntico al obtenido en a)

16.- Cloruro de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-0-acetil- 
g-D-glucopiranosilo.

En un matraz de 500 ml., provisto de agitador magn£ 
tico y réfrigérante de reflujo (protegido de la humedad), 
se anaden 100 ml. de cloruro de acetilo y, a continuacién.
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50 g. (0,226 moles) de N-acetilglucosamina anhidra, en el 
transcurso de 2 6 3 mihutos, manteniendo la agltaci6n. La 
mezcla se mantiene, con agitaciéh, a temperatura ambiente 
16 horas. La reaccién hierve esponténeamente durante la 
primera hora, llegéndose a obtener un liquide viscoso de 
color dmbar claro.

A través del réfrigérante se ahaden 400 ml. de cio, 
roformo seco y libre de alcohol, y la disolucién se vierte, 
con agitacién, en 400 g. de hielo y 100 ml. de agua. La 
mezcla se transfiere a un embudo de separacién de 1 litre.
La capa orgéniea se vierte répidamente en un vase de preci, 
pitado que contiene 400 ml. de disolucién saturada de bicar 
bonato sédico, se agita la mezcla y, a continuacién, se 
vierte en un embu do de decantacién continuando la agitacién. 
la capa orgénica se echa directamente en un erlenmeyer que 
contiene 25 g. de sulfato magnésico. El proceso complète 
de lavado se consigne en unos 15 minutes. La disolucién se 
agita con el agente desecante unos 10 minutos. Se sépara el 
agente desecante y se lava bien con cloroformo seco y libre 
de alcohol o cloruro de metileno. El filtrado se pasa direc 
tamente a un matraz de 1 litro y se concentra, en rotavapor 
a 50^0, hasta 75 ml.; se ahaden répidamente a la disolucién 
caliente 500 ml. de éter seco. En general, la cristalizacién 
comienza después de unos 30 segundos. Se tapa y se deja en 
reposo unas 12 horas.

El sélido obtenido se sépara y se lava dos veces con
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dos procione8 de 150 ml. de éter seco, secando por succién 
en 5 minutos, y en un desecador sobre hidréxido sédico y 
pentéxido de fésforo, p.f. 127-0. Rto. 67-799^; ( p . f ^120 DlDl.
127-1289 0) ^

17.- Azida de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-0-acetil-
P-D-glucociranosilo. (XV)

Se suspenden 5 g. (0,076 moles) de azida sédica en 
100 ml. de formamida anhidra y se agita con 10 g. (0,026 
moles) de cloruro de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O- 
acetil- a-D-glucopiranosilo durante 3 horas a 80-8590. Pa- 
sado este tiempo, se vierte la mezcla (fria) sobre 400 ml. 
de agua helada y se extrae tres veces con cloroformo. los 
extractos reunidos se lavan con agua y se secan sobre sul­
fato sédico. Al eliminar el disolvente a vaeîo, se obtiene 
un sélido que se recristaliza de acetato de etilo/éter de 
petréleo para dar 4,5 g. (45^) de agujag incoloras, p.f. 
16020; 160-16120)54DlDl.

18.- l-0-acetil-2,3,5-tri—0-benzoil-P-D-ribofuranosilo.

Se disuelven, con agitacién, 15 g. (0,1 mol) de 
D(-)ribosa en 320 ml. de metanol. A continuacién, se anade 
lentamente una disolucién de 2 g. de âcido clorhfdrico an­
hidro en 6 ml. de metanol y se agita durante una hora a 
temperatura ambiente. Se agregan 30 ml. de piridina seca y,
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se deja en la nevera unas ocho horas. Transcurrido este 
tiempo, se eliminan los disolventes a presién reducida (tea 
peratura del bano 45-0). Se anaden 30 ml. mâs de piridina 
y, a continuacién, se élimina en el rotavapor todo lo posi, 
ble. De esta manera, se obtiene un aceite espeso que se d^ 
ja en la nevera toda la noche. Después de este tiempo, se 
ahaden 80 ml. de cloroformo y 150 ml. de piridina; se en— 
fria con hielo y se agregan con agitacién, lentamente, 59 
ml. de cloruro de benzoîlo puro y seco, precipitando as£ 
un sélido blanco que se deja en la nevera una noche. A con 
tinuacién, se vierte sobre 400 ml de agua helada y se sepa 
ra la capa orgénica de la acuosa. La capa acuosa se extrae 
dos veces con 40 ml. de cloroformo. Los extractos orgénicos 
se lavan dos veces con 80 ml. de agua helada y se secan so, 
bre sulfato sédico. El disolvente se evapora a presién re­
ducida, obteniéndose un aceite rojo viscoso que se disuel­
ve en 25 ml. de àcido acético y 56 ml. de anhfdrido acéti- 
co. La disolucién se enfrfa y, a continuacién, se ahaden, 
con agitacién, 8 ml. de âcido suif drico concentrado. Al ca 
bo de una hora, se forma un precipitado espeso que, sin 
filtrar, se deja en la nevera durante tres horas. Pasado 
este tiempo, se anade agua helada, se decanta y, se lava 
tres veces con agua. El producto asi obtenido se recrista­
liza de isopropanol, p.f. 126^0. Rto. 40^; (p . f 127^0)^^^
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19.- Azida de 2,3,5-tri-O-benzoil-P -D-ribofaranosilo. (XVI)

Se disuelven 15 g. (0,032 moles) de l-O-acetil-2,3, 
5-tri-O-benzoil-p-D-ribofuranosilo en 225 ml. de éter se­
co y, se pasa una corriente de âcido clorhldrico anhidro 
hasta obtener una disolucién clara, que se deja una noche 
en la nevera. Pasado este tiempo, se evapora la disolucién 
y, el residue se evapora dos veces con 20 ml. de benceno 
seco y una vez con 20 ml. de toluene. El residue se hierve 
a reflujo durante 2 horas con 15 g. (0,23 moles) de azida 
sédica en 190 ml. de acetonitrilo. La disolucién se filtra
y se evapora. Asi se obtiene un aceite que no se puede re-

57cristalizar, aunque en la literatura^ aparece descrito co, 
mo sélido de p.f. 70-0. El aceite se purifica por cromato- 
grafia sobre columna de gel de silice, utilizando como élu 
yente una mezcla de acetato de etilo:éter de petréleo (1:1) 
se obtienen asi 12,2 g. (88^) de un producto cromatogrâfi- 
camente puro, que se identified por su espectro de i.r.
(banda de tensién N=N a 2130 cm”^) y reacciones posterio­
res.

20.- Azida de bencilo.

Una mezcla de 45 ml. de etanol absolute, 15 g.
(0,23 moles) de azida sédica pura y 20 g. (0,15 moles) de 
cloruro de bencilo se mantiene, con agitacién magnética,y 
a reflujo (protegido de la humedad) durante 6 horas. Al ca
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bo de este tiempo, hi precipitado cloruro sédico, y se aha 
den 50 ml. de agua ô.estilada. La fase orgénica, que conti^ 
ne la azida de bencilo, se sépara y la fase acuosa se ex­
trae con éter dos veces y, los extractos etéreos se unen a 
la fase orgénica, que se seca con cloruro célcico y se con 
centra a vacio. El residue contien la azida de bencilo, 
que se purifica por destilacién a 82,5-0 y 16,5 mm. Hg.
Rto. 90^ sobre cloruro de bencilo; (p.eb. . 82,5-C a 16,5
mm. Hg)131 " •

21.- l-Bencil-4— hidroximetil-1,2,3-triazol. (XXIII)

Una mezcla de 2,8 g. (0,05 moles) de alcohol pro- 
pargilico, 24 g. de tolueno y 6,7g. (0,05 moles) de azida 
de bencilo se calienta a reflujo durante 8 horas 30 minu­
tes. Al enfriarse la reaccién se obtienen unas agujas bien 
cas que se recristalizan de benceno, p.f. 76-77-0; (p.f 
76-76,52 0)’̂ .̂ Eto. 3,5 g. (36/»).
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II.- SINTESIS DE DERIVADOS NO GLICOSIDICOS DE lH-1,2,3-TRIA
ZOL'Y v-TRIAZOL

1.- 4(5)-Hidroximetil-v-triazol. (XXXVIII)

A un matraz de 50 ml. se agregan 6,42 g. (0,056 m£ 
les) de azida de trimetilsililo, 2,80 g. (0,05 moles) de al 
cohol propargllico y 10 ml. de tolueno anhidro. La mezcla 
se mantiene a reflujo (en ausencia de humedad) y con agita 
ci6n magnética durante 6 horas. A continuacién, se ahaden 
40 ml. de metanol y la mezcla se calienta brevemente. Se 
concentra a vacio y queda un residue siruposo de 0,52 g. 
que se purifica en cromatograffa de capa fina préparâtiva 
utilizando como eluyente la mezcla metanol:acetato de eti­
lo: cloroformo (1:1:1). Al extraer, con metanol, la linica 
banda visible al iluminar la plaça con luz ultravioleta se 
obtienen 0,264g. (6^) de un sirupe amarillo pâlido; u.v.
^mlx^ = 240 nm ( e, 605); r.m.n.(BM30) ô: 4,60 (s,2,

CHg), 7,75 (s,l,CH); m/e (/.) : 99 (19), 100 M+1 (3), 98
(27), 95 (5), 82 (9), 80 (17), 70 (100), 54 (30)

2.- 4,5-Bis(hidroximetil)-y-triazol. (XXXIX)

Una mezcla de 4,30 g. (0,05 moles) de l,2-dihidr£ 
xibutino-2, 25 ml. de tolueno anhidro y 10 g. (0,087 moles) 
de azida de trimetilsililo se calienta en tubo cerrado a 
95-1009 0 durante 34 horas, tiempo en el que se ha consumido
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précticamente el compuesto acetilénico. Al cabo de este 
tiempo se anaden 50 ml. de metanol, manteniéndose la mezcla 
con agitacién magnética durante 3 horas a temperatura am­
biente. A continuacién, se concentra a vacio en el rotava­
por obteniéndose 5,28 g. de un residuo siruposo que se pur^ 
fica mediante cromatografia de capa fina preparativa, uti­
lizando como eluyente la mezcla metanol:acetato de etilo: 
cloroformo (1:1:1). Se recoge como producto final (extrai- 
do con metanol) la banda màs intensa al revelar una plaça 
preparativa con iodo. Dicha banda da lugar a 0,93 g. (14#) 
de un sirupe denso amarillo pâlido; u.v. = 237 nm
( £, 370); m/e (/): 129 (3), 130 H+1 (2), 128 (5,5),
112 (15), 111 (100), 110 (42), 100 (15), 98 (7,5), 88 (il), 
82 (17), 72 (8,5), 70 (15), 54 (92)

Anâlisis (#):
Cale, para 0^.............. C 37,25 H 5,42 N 32,56
Encontrado.......................     37,25 5,40 32,53

3.- l-Bencil-4-clorometil-l,2,3-triazol. (XXIVa)

a) Sobre 10 ml. de benceno anhidro se agregan l,80g. 
(0,0136 moles) de azida de bencilo y 1,80 g. (0,024 moles) 
de cloruro de propargilo. La mezcla se calienta a reflujo, 
en ausencia de humedad, durante 5 horas, después se élimi­
na el disolvente a presién reducida y el residuo que queda 
se recristaliza de etanol dan do lugar a 0,302 g. (10#) de
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un sélido blanco que se identifica XXIVa de p.f. 114-11690; 
EtOî 
mâx = 231 nm ( c, 1.270)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^H^^N^Cl... C 57,85 H 4,82 N 20,25 Cl 17,06
Encontrado.............  57,75 4,77 20,18 17,35

b) A una disolucién de 3,78 g. (0,02 moles) de 1- 
bencil-4-hidroximetil-l,2,3-triazol (XXIII) en 20 ml. de 
acetonitrilo anhidro se ahaden 5,76 g. (0,022 moles) de tr^ 
fenilfosfina y 5 ml. de tetracloruro de carbone. La disolu 
cién se agita durante la noche y, después se concentra a 
vacio. El residuo se trata con 200 ml. de una mezcla de 
éter sulfârico/éter de petréleo (l/l) fria (bano de hielo)
y se agita magnéticamente durante dos horas hasta que se al
canza la temperatura ambiente. Se filtra y el filtrado se 
evapora a vacio, quedando un residuo que se recristaliza de 
etanol, dando lugar a 1,43 g. (47#) de un sélido blanco de 
p.f. 114-11690 idéntico al descrito anteriormente.

4.- l-Bencil-4-bromometil-l,2,3-triazol. (XXIVb)

a) En un matraz provisto de agitacién magnética,r£ 
frigerante de reflujo y tubo de cloruro câlcico, se calien 
ta a reflujo una mezcla de 2 g. (0,015 moles) de azida de 
bencilo, 3,32 g. (0,028 moles) de bromuro de propargilo y 
10 ml. de benceno anhidro. Transcurridas 5 horas se elimi-
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nan los disolventes, apareciendo un residuo sélido blanco, 
0,36 g. (10#), que se filtra y recristaliza de etanol, p.f.
124-12690; u.v. = 236 nm { t, 2.270)

Anâlisis (#):
Cale, para C^QH^^N^Br... C 47,62 H 3,99 N l6,66 Br 31,72 
Encontrado.............. 47,90 4,11 16,90 31,70

b) Se disuelven 3,78 g. (0,02 moles) de 1-bencil- 
4-hidroximetil-l,2,3-triazol (XXIII) en 20 ml. de l,2-dim£ 
toxietano anhidro y se agregan 6,2 g. (0,02 moles) de fos- 
fito de trifenilo. La mezcla résultante se mantiene con 
agitacién magnética a 09G durante media hora. A continua­
cién, se ahaden (manteniendo a 09 0 la mezcla) gota a gota 
3,20 g. (0,02 moles) de bromo. Se deja la reaccién a temp£ 
ratura ambiente cuatro dlas, tr ans curri do s lo cuales se 
concentra la disolucién obteniéndose un residuo de 3,75 g. 
que se cromatografia en capa fina preparativa, utilizando 
como eluyente cloroformo:éter de petréleo (3:1). Al eluir 
con acetato de etilo la banda mâs intensa de las que se ob 
servan a la luz ultravioleta, se obtiene un sélido blanco 
que se recristaliza de etanol dando lugar a 1,32 g. (27#) 
de un producto de p.f. 124-1269C, idéntico al descrito an 
teriormente.

5.- l-Bencil-4-iodometil-1,2,3-triazol> (XXIVc)

A un matraz enfriado en bano de hielo, provisto
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de agitacién magnética, que contiene una disolucién de 
0,94 g. (0,005 moles) de l-bencil-4-hidroximetil-l,2,3-tria 
zol (XXIII) en 10 ml. de 1,2-dimetoxietano anhidro, se agr£ 
gan 1,55 g. (0,005 moles) de fosfito de trifenilo. Transcu 
rridos unos treinta minutos se ahaden 1,27 g. (0,005 moles 
de iodo, y se continua la agitacién hasta que la reaccién 
alcanza lentamente la temperatura ambiente. Transcurridas 
24 horas se élimina el disolvente en el rotavapor. El reai 
duo siruposos (3,75 g. ) se dis tri buy e en plaças de cromato; 
grafia preparativa que se eluyen dos veces consecutivas con 
la mezcla cloroformo:éter de petréleo (3:1). De las dos ban 
das observadas a la luz ultravioleta, se recoge la mâs pr^ 
xima al origen obteniéndose 1,12 g. (76#) de un sélido ama
rillo que se recristaliza de etanol, p.f. 124-125^0; u.v. 
EtOl 
mâx^EtOH ^ 241 nm ( e, 3.980), h (275 nm;e1.200)

Cale, para I.....C 40,13 H 3,34 N 14,04 I 42,47
Anâlisis (#):

*̂10^10^ 3^ " *
Encontrado............... 40,03 3,60 14,50 42,64

6.- l-Bencil-4-fluorometil-l,2,3-triazol. (XXIVd)

Se disuelven 0,50 g. (0,0019 moles) del éter 18- 
crov.n-6 en 12 ml. de acetonitrilo seco y, a continuacién, 
se agregan 0,58 g. (0,01 mol) de fluoruro potâsico anhidro; 
después de agitar la mezcl media hora se ahaden 1,26 g.
(0,005 moles) de l-bencil-4-bromometil-l,2,3-triazol (XXIVb).



102

La mezcla résultante se mantiene a reflujo, en ausencia de 
humedad, durante 33 horas, A continuacién se élimina el di 
sclvente en el rotavapor y se obtienen 1,68 g. de un siru­
pe que se distribuye en plaças de cromatografia de capa f^ 
na preparativa. Estas plaças se eluyen con la mezcla aceta 
to de etilo:éter de petréleo (1:l). De las dos bandas obser 
vadas a la luz ultravioleta, se recoge la mâs intensa y de 
mayor recorrido, que da lugar a 0,30 g, (30#) de un sélido 
blanquecino que se recristaliza de etanol, p.f. 46-4890;
u.v. = 228 mn ( e, 990)

Anâlisis (#):

Encontrado................ 62,85 5,31 21,74 10,10
Cale, para C^qH^qN^P C 62,83 H 5,24 N 21,98 P 9,95
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III.- SINTESIS DE DERIVADOS GLIC03IDIC0S DE lH-1,2,3-TRIAZOL

Procedimiento general de obtenciôn de nucleosldos por 
cicloadicién dipolar-1,3 de acetilenos a azidas de 
glicosilo.

En un matraz de 100 ml. provisto de agitacién magnéti^ 
ca, se suspenden o disuelven de 0,0028 a 0,01 moles de azi_ 
da de glicosilo en 10 - 30 ml. de tolueno anhidro. A conti 
nuacién se agregan 0,0028-0,097 moles del compuesto aceti­
lénico correspondiente, y la mezcla de reaccién se mantie-? 
ne 'a reflujo, en ausencia de humedad, durante el tiempo n£ 
cesario, normalmente de 3 a 17 horas. Seguidamente, se con 
centra a vacio en el rotavapor, y el residuo se recristali^ 
za o se cromatografia en plaças preparativas utilizando el 
eluyente adecuado.

1.- 4- y 5-Clorometil-l-(2,3»4>6-tetra-0-acetil-P -D- 
glucopiranosil)-l,2,3-triazol. (XLVIIa) y (XLVIIIa)

De forma anéloga a la descrita anteriormente, una 
mezcla de 3,73 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,4,6-tetra-O- 
acetil- P -D-glucopiranosilo (XIII), 1,48 g. (0,02 moles) de 
cloruro de propargilo y 15 ml. de tolueno anhidro se calien 
ta durante 17 horas, manteniendo la temperatura del bano a
125-13090. Seguidamente, la disolucién se concentra hasta 
obtener un sélido de color oscuro. Una de las plaças prepa
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rativas se pulveriza con una mezcla de âcido sulfilrico ; eta 
nol (7:3) y se calienta a lOO^C durante 15 minutos, lo que 
da lugar a la aparicién de dos bandas carbonizadas. Como 
se pudo comprobar posteriormente, la banda mâs préxima al 
origen corresponde al isémero 5-clorometllico y la mâs al^ 
jada al isémero 4-clorometflico. La separacién de los dos 
productos se lleva a cabo por recristalizaciones sucesivas 
en etanol. De esta forma se obtienen 2,10 g. (48#) de un 
sélido blanco que se identifica como XLVIIa de p.f. 169- 
1709C; u.v. = 226 nm ( e, 2.345)

Anâlisis (#):
Cale, para O^Cl... C 45,58 H 4,91 N 9,38 Cl 7,91
Encontrado................ 45,49 4,61 9,56 8,15

De las aguas madrés anteriores, una vez elimina- 
do el etanol, se obtienen 0,80 g. (l8#) de un sélido blan­
co que se recristaliza de metanol y que se identifica como

EtOl 
mâx
EtOHXLVIIIa, de p.f. 129-1309C; u.v. X , = 232 nm ( £, 2.345)

Anâlisis (#):
Cale, para C^yH^gN^OgCl... C 45,58 H 4,91 N 9,38 Cl 7,91 
Encontrado................ 45,40 4,60 9,25 7,53

2.- 4- y 5- Bromometil-l-(2,3»4,6-tetra-0-acetil-P - 
D-glucopiranosil)-l,2,3-triazol. (XLIXa) y (La)

Segdn el procedimiento general descrito anterior
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mente, una mezcla de 3,73 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,4, 
6-tetra-O-acetil- p-D-glucopiranosilo (XIII) y 1,45 g.
(0,012 moles) de bromuro de propargilo y 20 ml. de tolueno 
anhidro se calienta durante 5 horas en un bano de aceite 
cuya temperatura es de 110-115-0. Después se concentra la 
disolucién hasta obtener 4,02 g. de un sirupe espeso que 
se disuelve en la minima cantidad de cloroformo y, se dis­
tribuye en plaças de cromatografia de capa fina preparati­
va. Las plaças se desarrollan con la mezcla acetato de etî  
lo:éter de petréleo (1:1). A la luz ultravioleta se detec- 
tan tres bandas fundamentales que se separan y, los produ£ 
tos se extraen con acetato de etilo. De la banda mâs aieja 
da del origen se obtienen 1,17 g. de la azida de partida 
XIII sin reaccionar.

De la segunda banda se aislan 0,74 g. (22#) (te- 
niendo en cuenta la azida recuperada) de un sélido blanco 
que se recristaliza de metanol y se identifica como XLIXa, 
p.f. 151-15290; = 235 nm ( e, 2.440)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^yH^gN O^Br. C 41,46 H 4,50 N 8,53 Br 16,26 
Encontrado........... . 41,20 4,50 8,68 16,08

De la banda mâs préxima al origen se extraen 0,33g« 
(10#) (teniendo en cuenta la azida recuperada) de un sirupe 
amarillo pâlido, que se identifica como La.
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Anâlisis .(#) :
Calc, para O^Br.. C 41,46 H 4,50 N 8,53 Br 16,26
Encontrado............. . 41,65 4,73 8,68 16,04

3.- 4- y 5-Hidroximetil-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-P- 
B-glucopiranosil)-l,2,3-triazol. (LVIa) y (LVIIa)

Una mezcla de 3,73 g* (0,01 mol) de azida de 2,3,
4,6-tetra-O-acetil- p -D-glucopiranosilo (XIII), 2,92 g. 
(0,052 moles) de alcohol propargllico y 20 ml. de tolueno 
anhidro se calienta durante 8 horas manteniendo la tempera 
tara del bano a 100-105-C. Seguidamente, y siguiendo la 
técnica experimental descrita, se concentra la disolucién 
obteniéndose 4,67 g. de un residuo rojizo que se distribuye 
en plaças de cromatografia de capa fina preparativa. Estas 
plaças se desarrollan con la mezcla acetato de etilo: clor£ 
formo (2:1). Al iluminar con luz ultravioleta una plaça se 
observa el frente superior de una banda mayoritaria. Al ex 
traer esta banda con acetato de etilo, se obtienen 2,49 g. 
(58#) de un sélido,cromatogrâficamente homogéneo, que se 
recristaliza de n-butanol y se identifica como una mezcla
(1:1) de los dos isémeros 4- y 5- hidroxiraetllicos LVIa y

EtOl 
‘mâx
EtOHLVIIa, p.f.(mezcla) 148-150^0; X . = 228 nm ( e, 2.150)

Anâlisis (#):

 ̂ '̂17^23'̂ 3°10*
Encontrado..............    47,49 5,45 9,58
Cale, para    C 47,55 H 5,39 N 9,78
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4.- 4.5-Bis(hidroximetil)-l-»( 2,3,4,6-tetra-O-acetil- 
p-D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol. (LVIIIa)

Se sigue el procedimiento habitual segdn el cual 
una mezcla de 3,73 g* (0,01 mol) de azida de 2,3,4,6-tetra 
0-acetil-p -D-glucopiranosilo (XIII), 1,2 g. (0,014 moles) 
de l,4-dihidroxibutino-2 y 25 ml. de tolueno anhidro, se 
calienta 14 horas en un bano de aceite, cuya temperatura 
es de 125-13090. A continuacién, se concentra a vacio en 
el rotavapor y, se obtienen 3,89 g. de un sirupe espeso os 
euro que se distribuye sobre plaças de cromatografia de ca 
pa fina preparativa. Las plaças se desarrollan con la mez­
cla acetato de etilo:metanol (9:1). Al carbonizar una pla­
ça (como se ha descrito anteriormente) se ob servan tres ban 
das, siendo la mâs intensa y mayoritaria la mâs préxima al 
origen. Al extraer esta banda con la mezcla acetato de etî  
loîmetanol (9:1) se obtienen 1,31 g. (28#) de un sélido
blanco que se recristaliza de n-butanol y se identifica co

Eto;
m̂âx
F t OHmo LVIIIa de p.f. 158-16090; u.v. X  ̂ = 233 nm ( c, 1.710)

Anâlisis (#):
Cale, para O^gHg^N 0^^..........   C 46,95 H 5,69 N 9,12
Encontrado.......   46,92 5,46 8,96

5.- 4,5-Bis(clorometil)-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-P — 
D-glucopiranosil)-l,2,3-triazol. (Lia)
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a) Una mezcla de 3,73 g. (0,01mol) de azida de
2,3,4,6-tetra-O-acetil- p-D-glucopiranosilo (XIII), 10 ml. 
de tolueno anhidro y 3,27 g. (0,026 moles) de 1,4-dicioro- 
butino-2 se calienta durante 4 horas en un bano de aceite 
cuya temperatura es de 115-1209 0. Seguidamente, se concen­
tra la disolucién obteniéndose 6,51 g. de un sélido de co­
lor beige constitufdo por la azida de partida XIII y el nu 
cleosido esperado Lia, como se comprueba por cromatografia 
de capa fina utilizando como eluyente acetato de etilo:éter 
de petréleo (1:1) y posterior carbonizacién. Por recrista­
lizaciones sucesivas,de metanol, de este residuo sélido se 
obtienen finalmente 2,23 g. (45#) de Lia como sélido blan- 
co ae p.f. 184-18620; = 236 rua ( £, 3.100)

Anâlisis (#):
Gale, para N^OgOlg.O 43,46 H 4,82 N 8,45 Cl 14,28
Encontrado............... 43,53 4,65 8,19 14,54

b) En un matraz se disponen 0,5 ml. de tetraclo­
ruro de carbono, 5 ml. de acetonitrilo anhidro, entonces 
se ahaden 0,045 g. (0,1 mmol) de 4,5-bis(hidroximetil)-l-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosil)-l,2,3-triazol 
(LVIIIa) y 0,78 g. (0,3 mmoles) de trifenilfosfina. La me^ 
cia se agita durante 24 horas a temperatura ambiente y, de^ 
pués se concentra la disolucién hasta obtener 0,16 g. de 
un sirupe oscuro que se distribuye en plaças de cromatogra 
fia de capa fina preparativa. Estas plaças se desarrollan
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dos vecas consecutivas con acetato de etilo:éter de petré­
leo (2:1). A la luz ultravioleta se observan dos bandas, 
de las cuales sélo se carboniza la mâs préxima al origen.
Al extraer la banda con acetato de etilo se obtienen 0,045 g. 
(30# ) de un sélido cromatogrâficamente puro e idéntico a 
Lia obtenido en el apartado anterior a), p.f. 184-18690 (de 
metanol).

6.- 4,5-Bis(bromometil)-l-(2,3,4,6-tetra-0-acetil-P - 
D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol. (LUa)

a) Segdn el procedimiento general ya descrito, 
una mezcla de 1,04 g. (0,0028 moles) de azida de 2,3,4,6- 
tetra-O-acetil- p -D-glucopiranosilo (XIII), 0,607 g.
(0,0028 moles) de 1,4-dibromobutino-2 y 10 ml. de tolueno 
anhidro, se calienta durante 15 horas en un bano de aceite 
cuya temperatura es de 105-1109C. Seguidamente, se concen­
tra la disolucién hasta obtener un sirupe que se distribuye 
en palcas de cromatografia de capa fina preparativa. Estas 
plaças se desarrollan con acetato de etilo:éter de petréleo 
(1:1). A la luz ultravioleta se detectan cuatro bandas de 
las que sélo carbonizan las dos de mener recorrido, que se 
extraen con acetato de etilo.

De estas bandas, la mâs râpida corresponde a 
la azida de partida XIII sin reaccionar.

De la banda mâs préxima al origen se obtienen
0,21 g. (13#) de un sélido blanco L U  a que se recristaliza

EtOHde etanol, p.f. 154-15690; u.v. = 254 nm ( c, 4.340)
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Anâlisis (#):
Calc, para C^QH^^N^G^Br^. C 36,86 H 4,10 N 7,17 Br 27,30 
Encontrado...... . 37,01 3,98 7,22 27,68

b) 3e disuelven 0,30 g. (0,0006 moles) de 4,5-bis 
(hidroximetil)-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopirano- 
sil)-l,2,3-triazol (LVIIIa) en 10 ml. de 1,2-dimetoxietano 
anhidro y, se ahaden 0,37 g. (0,0012 moles) de fosfito de 
trifenilo. La mezcla se mantiene, con agitacién magnética, 
a 09C, durante media hora. A continuacién se agregan 0,197g. 
(0,0012 moles) de bromo y se contimia la agitacién, mientras 
la mezcla alcanza la temperatura ambiente, durante 72 horas. 
Seguidamente, se concentra la disolucién hasta obtener un 
sirupe oscuro (1,05g.) que se distribuye en plaças de croma 
tografia preparativa. Las plaças se desarrollan con cloro­
formo: etanol (10:1). A la luz ultravioleta se observan dos 
bandas mayoritarias, de las que sélo se carboniza la de me 
nor recorrido, que se extrae con acetato de etilo. Esta ban 
da llega a dar 0,07 g. (21#) de un sélido blanco que se r£ 
cristaliza de etanol y de p.f. 154-15690, idéntico en todos 
los aspectos a L U a  obtenido anteriormente en el apartado 
a).

7.- 4-1odometil-l-(2,3,4.6-tetra-O-acetil-P-D-gluco- 
piranosil)-l,2,3-triazol. (LXa)

Se disuelven 2 g. (0,0046 moles) de una mezcla al
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50# de 4- y 5-hidroximetil-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil- P-D- 
glucopiranosil)-l,2,3-triazol (LVIa) y LVIIa) en 20 ml. de 
1,2-dimetoxietano anhidro y, seguidamente, se ahaden 1,43 g*
(0,0046 moles) de fosfito de trifenilo. La mezcla se men­
ti ene, con agitacién magnética, a 0^0 durante 20 minutos. A 
continuacién, se agregan 1,17 g. (0,0046 moles) de iodo, 
permaneciendo el conjunto a la temperatura de un bano de 
hielo hasta que éste funde. Iranscurridas 24 horas a la 
temperatura ambiente, se concentra la disolucién obtenién­
dose 4,69 g. de un sirupe rojizo que se distribuye en pla­
ças de cromatografia de capa fina preparativa. Estas pla­
ças se eluyen con acetato de etilo:éter de petréleo (1:1).
A la luz ultravioleta se observan tres bandas, de las que 
sélo se carbonizan las dos de mener recorrido, que se ex­
traen con acetato de etilo. De estas bandas la mâs aiejada 
del origen da lugar a 1,13 g. (45#) de un sélido blanco
que se recristaliza de etanol, y que se identifica como

Etc:
‘mâx
EtOHLXa de p.f, 155-15790; u.v. A . = 239 nm ( c, 4.155),

h (270 nm; e, 1.180)

Anâlisis (#):
Cale, para O^^HggN^Ogl  C 38,22 H 4,14 N 7,85 I 23,56
Encontrado.......   38,22 4,14 7,85 23,51

De la banda mâs préxima al origen se extraen 0,54g, 
(22#) de un glass rojizo, cuyo anâlisis elemental da una 
férmula empirica idéntica a la de LXa, pero cuyo espectro
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de r.m.n. indica que puede tratarse de un compuesto polxm£ 
rico.

8•- 4- y 5-Clorometil-l-(2,3,4-tri-0-acetil- P-D-ribo- 
piranosil)-l,2,3-triazol. (XLVIIu) y (XLVIIIc.) y
4-clorometil-l-(2,3»3-tri-O-acetil- P-D-ribofura- 
nosil)-l,2,3-triazol. (XLVIIjj)

De forma anâloga, se disuelven en 15 ml. de tolu£ 
no anhidro 3,01 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,4-tri-O-ace- 
til-p-D-ribopiranosilo (XIV) y se agregan 1,37 g. (0,018 
moles) de cloruro de propargilo. La mezcla se calienta du­
rante 7 horas en un bano de aceite cuya temperatura es de 
110-11590. A continuacién se filtra, y el filtrado se evap£ 
ra a sequedad quedando 3,55 g. de un sirupe oscuro que se 
distribuye en plaças de cromatografia de capa fina prépara 
tiva. Estas plaças se desarrollan tres veces consecutivas 
con acetato de etilo:éter de petréleo (1:1). A la luz ul­
travioleta se observan cuatro bandas, de ellas (al carbon^ 
zar una plaça) se carbonizan las dos primeras y la quarta 
con respecto al origen. Las bandas seleccionadas se extraen 
con acetato de etilo.

De la banda mâs aiejada del origen se extraen 
0,75 g. de la azida de partida XIV.

De la segunda banda se obtienen 0,63 g. (22#) de 
un sélido blanco que se recristaliza de etanol, p.f. 124- 
1269C y se identifica como 4-clorometil-l-(2,3,4-tri-0-ace
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til-p -D-ribopiranosil)-l, 2,3-triazol (XLYIIc_) ; u.v.
= 229 nm ( c, 1.550)

Anâlisis (#):
Calc, para Cl.. C 44,74 H 4,79 N 11,18 Cl 9,45
Encontrado..............  44,86 4,84 11,21 9,35

La extraccién de la primera banda con respecto al 
origen conduce a 0,65 g. de un sirupe que vuelve a cromat£ 
grafiarse en plaças de cromatografia preparativa. Estas 
plaças se desarrollan cuatro veces consecutivas en là mez­
cla acetato de etilo:cloroformo:éter de petréleo (1:2:2).
Al extraer la banda mayoritaria con acetato de etilo se ob 
tienen 0,42 g. (15#) de un sirupe, cromatogrâficamente ho­
mogéneo, que se identifica por su espectro de r.m.n. como 
una mezcla de los isémeros 5-clorometil-l-(2,3,4-tri-0-ace 
til-p-D-ribopiranosil)-l,2,3-triazol y 4-clorometil-l- 
(2,3,5-tri-O-acetil-p -D-ribofuranosil)-l,2,3-triazol, 
(XLVIIIç) y (XLVIId); u.v. = 231 nm ( £, 2.165)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^H^gO^N Cl.. C 44,74 H 4,79 N 11,18 Cl 9,45 
Encontrado  44,34 5,21 10,74 9,45

9.- 4-Bromometil-l-(2,3,4-tri-O-acetil-P -D-ribopira- 
nosil)-l,2,3-triazol. (XLIXĉ )

Segdn el procedimiento general, una mezcla de
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3,01 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,4-tri-O-acetil-p-D-rib£ 
piranosilo (XIV), 2,79 g. (0,023 moles) de bromure de pro­
pargilo y 25 ml. de tolueno anhidro, se calienta durante 
6 horas en un bano de aceite cuya temperatura es de 100- 
105^0. Seguidamente, se filtra la mezcla reaccionante y el 
filtrado se evapora a sequedad que dando 3,36 g. de un siru 
pe oscuro que se distribuye en plaças de cromatograffa de 
capa fina preparativa. Estas plaças se desarrollan con ac£ 
tato de etilo:éter de petréleo (1:1). A la luz ultraviole­
ta son visibles tres bandas que se separan y los productos 
se extraen con acetato de etilo.

De la banda mâs préxima al origen se aislan 0,72 g. 
de un sirupe, cromatogrâficamente homogéneo cuyo anâlisis 
elemental concuerda aproximadamente con el que deberfa te- 
ner el isémero 5-bromometflico (C^^H^gO^^Br) pero cuyo es 
pectro de r.m.n., de gran complejidad, impidié hacer una 
asignacién definitiva.

De la segunda banda se extraen 1,02 g. (36#) de 
un sélido blanco que se recristaliza de n-propanol (se ti£ 
nen en cuenta los 0,98 g. de la azida de partida XIV que 
se obtienen de la banda mâs aiejada del origen) y que se 
identifica como XLIXc de p.f. 128-131-0; u.v. ^^âx^ ~
233 nm ( c, 3.120)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^H^gO^N^Br.. C 40,00 H 4,31 N 9,99 Br 19,05 
Encontrado ......  40,04 4,46 9,64 19,14
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10.- 4- y 5-hidroximetil-l-(2»3t4~tri-0-acetll-P -P- 
ribopirano3il)-l,2,3-triazol. (LVl£) y (LVIIc)

Se signe el procedimiento general de obtenci6n 
de nucleosides. Una mezcla de 15 ml. de toluene anhidro,
3,01 g. (0,01 mel) de azida de 2,3,4-tri-O-acetil-p-D-ri- 
bepiranesile (XIV) y 1,33 g* (0,02 moles) de alcohol pro- 
pargilico. La mezcla se calienta durante 9 horas en un ba- 
ho de aceite cuya temperatura es de 115-12020. Seguidaman­
te, se eliminan les disolventes a vacio, obteniéndose 3,5 g. 
de un sirupe os euro que se distribuye en plaças de cromat^o 
grafia de capa fina preparativa. Estas plaças se eluyen dos 
veces consecutivas con acetate de etilo. A la luz ultravio 
leta se observan dos bandas mâs importantes que se extraen 
con acetato de etilo.

De la banda mâs alejada del origen se obtienen 
0,62 g. de la azida de partida XIV sin reaccionar.

De la banda mâs lenta, se extraen 1,40 g. (409̂ )
de un sirupe, cromatogrâficamente homogéneo, cuyo espectro
de r.m.n. derauestra ser una mezcla de les dos i 6meros 4-

EtOHy 5-hidroximetilicos LVl£ y LVIl£; u.v. = 229 nm
( £, 3.120)

Andlisis (^):

Encontrado.     .................. 46,80 5,56 11,33
Cale, para      G 47,05 H 5,32 N 11,76
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11.- 4-Iodometil-l-(2,3,4-tri-O-acetil-P -D-ribopira-
nosil)-l,2,3-triazol. (liX£)

Se disuelven 1,82 g. (0,005 moles) de una mez­
cla de 4- y 5-bidroximetil-l-(2,3,4-tri-O-acetil- p -D-rib£ 
piranosil)-l,2,3-triazol (LVl£) y (LVIl£) en 10 ml. de 1,2- 
dimetoxietano anhidro y , seguidamente, se ahaden 1,55 g. 
(0,005 moles) de fosfito de trifenilo. La mezcla se mantie- 
ne, con agitaciôn magnética, a O^C durante 20 minutes. Se- 
guidamente se ahaden 1,27 g. (0,005 moles) de iodo, perma- 
neciendo la reaccidn a la temperatura de un baho de hielo 
hasta que éste se funde. Después, la mezcla de reaccidn se 
agita a temperatura ambiente durante 4 dias, al cabo de 
les cuales aun queda producto sin reaccionar, per elle se 
agregan 0,15 g. (0,0005 moles) de fosfito de trifenilo y, 
a continuacidn, 0,13 g. (0,0005 moles) de iodo. Dos dias 
mds tarde una muestra cromatogrâfica révéla que las rela- 
ciones de productos son anhlogas, por ello se concentra la 
disoluciôn hasta obtener 5,00 g. de un sirupe rojizo que 
se distribuye en plaças de cromatografia de capa fina pre­
parativa. Estas plaças se desarrollan dos veces consecuti­
vas con acetato de etilo:éter de petrôleo (2:1). A la luz 
ultravioleta se detectan cuatro bandas. Al carbonizar una 
de estas plaças, carbonizan las dos bandas de menor reco- 
rrido y una tercera banda mds lenta todavia, no visible a 
la luz ultravioleta.

Se extraen estas très bandas de las plaças no
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carbonizadas, con acetato de etilo. De la banda de manor 
recorrido se aislan 0,47 g. de producto de partida (la me£ 
cla LVIc y LVIIc).

De la primera banda se obtiens un producto de 
tipo polimérico, mi entras que de la segunda se extraen 0,75g, 
(44#) de un s6lido amarillo que se recristaliza de etanol, 
p.f. 125-1272C; u.v. = 232 nm ( c, 5.490)

Andlisis (#) :
Cale, para C^^H^gN^O^I  C 35,97 H 3,85 N 8,99 I 27,19
Encontrado.................  36,04 3,94 8,48 26,65

12.- l-(2-Acetamido-2-desoxi-3,4f6-tri-O-acetil- P-D-
glucopiranosil)-4- y 5-clorometil-l,2,3-triazol.
(XLVIIb) y (XLVIIIb)

Segdn el procedimiento general ya descrito, una 
mezcla de 3,72 g. (0,01 mol) de azida de 2-acetamido-2-des- 
oxi-3,4,6-tri-0-acetil-p-D-glucopiranosilo (XV), 7,23 g. 
(0,097 moles) de cloruro de propargilo y 30 ml. de tolueno 
anhidro se calienta durante 12 horas en un baho de aceite 
cuya temperatura es de 110-115-C. Después se concentra la 
disolucién hasta obtener 3,85 g. de un sirupe os euro que se 
distribuye en plaças de cromatografia de capa fina prépara 
tiva. Las plaças se desarrollan cuatro veces consecutivas 
con acetato de etilo:cloroformo (3:1). Se carboniza una 
plaça y las dos bandas que aparecen se recogen por aproxi-
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maci6n, extrayendo con acetato de etilo.
De la banda mâs alejada del origen se aislan

2,12 g. (46#) de un sôlido bianco que se recristaliza de
etanol, p.f. l80-l822C, que se identifica como XLVIIb; u.v. 
Etor 
mâx = 225 nm ( c, 1.700)

Anâlisis (#) :
Cale, para C^^H^gN^OgCl.. C 45,69 H 5,15 N 12,54 Cl 7,93
Encontrado  45,98 5,13 12,65 7,90

Al extraer la bands', mds préxima al origen se ob 
tienen 1,15 g. (26#) de un s6lido blanco que se recristali^ 
za de etanol, p.f. 175-177-C y se identifica como XLVIIIb;
u.v. X^tOH ^ 224 nm ( c, 4.515)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^H^gN^OgCl.. C 45,69 H 5,15 N 12,54 Cl 7,93
Encontrado  45,40 5,34 12,55 7,96

13.- l-(2-Acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-P-D- 
glucopiranosil)-4- y 5-hidroximetil-l,2,3-tria­
zol. (LVIb) y (LVIIb)

Se sigue el procedimiento habituai de sintesis 
de nucleosidos, por el que una mezcla de 3,72 g. (0,01 mol) 
de azida de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-p-D- 
glucopiranosilo (XV), 4,10 g. (0,073 moles) de alcohol pro
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pargilico y 25 ml. de tolueno anhidro se calienta durante 
7 horas en un baho de aceite cuya temperatura es de 110- 
115-C. A continuaciôn, se concentra la disolucién hasta ob 
tener 4,61 g. de un sirupe oseuro que se distribuye en pla 
cas de cromatografia de capa fina preparativa y, se desa­
rrollan cuatro veces consecutivas con la mezcla cloroformo: 
etanol (10:1). A la luz ultravioleta se aprecian dos fren­
tes débiles que corresponden a dos bandas intensas al car­
bonizar y, los productos se extraen con cloroformo y etanol.

La banda de mayor recorrido da lugar a 1,35 g.
(32#) de un sélido blanco que se recristaliza de etanol,

EtOHp.f. 180-1822C y que se identifica como LVIIb; u.v. X 
= 229 nm ( c, 2.280)

Anâlisis (#);
Cale, para C^^Hg^N^O.............C 47,65 H 5,64 N 13,07
Encontrado.......................  47,44 5,63 12,79

De la banda mds préxima al origen se recogen
1,71 g. (40#) de un sélido blanco que se recristaliza de

EtOHetanol, p.f. 211-21290 y que résulta ser LVIb; u.v.
= 228 nm ( e, 2.540)

Cale, para C^„H N^O  ..........  C 47,65 H 5,64 N 13,07
AnAlisis (fo):

'̂17^ 24̂ 4°9'**
Encontrado.......................  47,79 5,49 13,00

14.- 4,5-Bis(hidroximetil)-l-(2-acetamido-2-desoxi-
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3,4,6-tri-O-acetil-P -D-glucopiranosil)-l,2,3- 
triazol. (LVIIIb)

Segdr el procedimiento general descrito anterior 
mente, una mezcla de 3,72 g. (0,01 mol) de azida de 2-ace- 
taraido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-P -D-glucopiranosilo 
(XV), 0,86 g. (0,01 mol) de l,4-dihidroxibutino-2 y 30 ml. 
de tolueno anhidro se calienta 11 horas en un baho de aceî  
te cuya temperatura es de 115-12020. Seguidamente, se con­
centra la disolucién hasta obtener 4,32 g. de un sirupe r£ 
jizo, que se purifica en cromatografia de columna utilizan 
do etanol como eluyente. Asi, se extraen 3,02 g. (66#) de
un glass color mostaza, cromatogrâficamente puro, que se

EtOHidentifica como LVIIIb; u.v. = 233 nm ( e, 3*160)

Anâlisis (#) :
Cale, para O^gH^gN^O^Q.......... C 47,06 H 5,88 N 12,20
Encontrado.......................  46,77 5,65 11,77

15.- l-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-P - 
D-glucopiranosil)-4-bromometil-l,2,3-triazol. 
(MX)

Se disuelven 0,619 g. (1,45 mmoles) de l-(2-ace 
tamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil- p-D-glucopiranosil)-4- 
hidroximetil-1,2,3-triazol (LVTb) en 10 ml. de 1,2-dimeto^ 
xietano anhidro y, seguidamente, se agregan 0,449 g. (1,45
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mmoles) de fosfito de trifenilo. La mezcla se mantiene,con 
agitacién magnética, a O^C durante 20 minutes. A continua- 
ci6n, se ahaden 0,232 g. (1,45 mmoles) de bromo, permane- 
ciendo el conjunto a la temperatura del baho de hielo has­
ta que éste funde. Transcurridas 24 horas a la temperatura 
ambiente se concentra la disolucién, obteniéndose 1,10 g.- 
de un sirupe os euro que se distribuye en plaças de cromat£ 
grafia de capa fina preparativa. Estas plaças se eluyen 
très veces consecutivas en acetato de etilo. A la luz ul­
travioleta se detectan très bandas de las que sélo se car­
boniza la de recorrido medio. Esta se extrae con acetato 
de etilo, dando lugar a 0,15 g. (21#) de un sélido blanco 
que se recristaliza de etanol, p.f. 143-14520 y que se iden 
tifica como LIX; u.v. = 230 nm { e , 2.540)

Anâlisis (#):
Cale, para C^^Hg N^OgBr. C 41,54 H 4,68 N 11,40 Br 16,19 
Encontrado............... 41,02 4,57 11,02 15,85

16.- 4-Clorometil-l-(2,3,5-tri-O-benzoil- P-D-ribofu- 
ranosil)-!,2,3-triazol. (XLVTl£)

Siguiendo el procedimiento ya descrito, una mez 
cla de 4,87 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,5-tri-O-benzoil- 
p-D-ribofuranosilo (XVI), 2,90 g. (0,04 moles) de cloruro 
de propargilo y 15 ml. de tolueno anhidro se calienta duran 
te 10 horas en un baho de aceite cuya temperatura se mantie
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ne a 100-105-C. Después se concentra la disolucién hasta oh 
tener 5,76 g. de un sirupe oseuro que se distribuye sobre 
plaças de cromatografia de capa fina preprarativa. Estas 
plaças se desarrollan seis veces consecutivas con la mez­
cla acetato de etilo;éter de petréleo (1:3). A la luz ul­
travioleta se observan dos bandas fundamentaies, que se ex 
traen con acetato de etilo.

De la banda de mayor recorrido se aislan 0,94 g. 
de la azida de partida XVI.

La segunda banda se vuelve a cromatografiar ut^ 
lizando como eluyente la misma mezcla y desarrollândolas 
nueve veces consecutivas. Al extraer el producto de la ban 
da mayoritaria, se obtienen 1,19 g. (27#) de un sélido
blanco que se recristaliza de n-propanol y se identifica

EtOHcomo XLVIIe,p.f. 110-11220; u.v. À = 247 nm ( c, 5.900) 
h (276 nm; £, 3.170), h (283 nm; £, 2.710)

Anâlisis (#):
Cale, para OggHg^O^N 01___  0 61,98 H 4,27 N 7,48 01 6,32
Encontrado..........    61,69 4,22 7,31 6,62

17.- 4-Bromometil-l-(2,3,5-tri-O-benzoil- P-D-ribofu- 
ranosil)-l, 2,3-triazol. (XLIXje)

Segdn el procedimiento general descrito con ant£ 
rioridad, una mezcla de 4,87 g. (0,01 mol) de azida de 2,3, 
5-tri-O-benzoil-P -D-ribofuranosilo (XVI), 5,49 g. (0,046 
moles) de bromuro de propargilo y 15 ml. de tolueno anhi-
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dro se calienta durante 4 horas en un baho de aceite cuya 
temperatura es de 120-125-C. A continuacién, se concentra 
la disolucién hasta obtener 5,17 g. de un sirupe oseuro que 
se distribuye en plaças de cromatografia preparativa. Estas 
plaças se desarrollan très veces consecutivas con acetato 
de etilo:éter de petréleo (1:2). A la luz ultravioleta se 
aprecian très bandas que se extraen con acetato de etilo.
De la banda de mayor movilidad se obtienen 1,68 g. de la 
azida de partida sin reaccionar.

De la segunda banda se aislan 2,03 g. (63#) (t£ 
niendo en euenta la azida recuperada) que résulta ser un 
sirupe que se oscurece y descompone con el tiempo y, se 
identifica como XLIX£.

Anâlisis (#):
Cale, para OggHg^O^NBr.. C 57,42 H 3,98 N 6,92 Br 13,20 
Encontrado............... 57,70 4,21 6,61 13,06

De la banda mâs préxima al origen se obtienen 
0,23 g. (7#) de un sirupe que oscurece con el tiempo, cuyo 
microanâlisis concuerda exactamente con el que deberfa te­
ner el isémero 5-bromometilico, pero cuyo espectro de r.m.n., 
de gran complejidad, impidié hacer una asignacién definitiva.

18.- 4,5-Bis(clorometil)-l-(2,3,5-tri-O-benzoil-P -D-
ribofuranosil)-l,2,3-triazol. (Ll£)

Segdn el procedimiento general descrito con ant£
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rioridad, una mezcla de 4,87 g. (0,01 mol) de azida de 2,3,
5-tri-O-benzoil- p-D-ribofuranosilo (XVI), 4,91 g. (0,04 mo 
les) de 1,4-diclorobutino-2 y 15 ml. de tolueno anhidro se 
calienta durante 3 horas en un baho de aceite cuya tempera 
tura es de 125-13020. A continuacién se concentra la diso­
lucién hasta obtener 6,15 g. de un sirupe oseuro que se c m
matografia en columna utilizando como eluyente acetato de 
etilo:éter de petréleo (1:4). De dicha columna se eluyen 
dos productos, de la banda mâs râpida se recogen 1,55 g. 
de la azida de partida XVI, sin reaccionar.

De la banda mâs lenta, se extraen 2,12 g. (38#)
(teniendo en cuenta la azida recuperada) de un sirupe que

EtOHse identifica como Ll£; u.v. = 248 nm ( c, 11.670),
h (275 nm; e, 2.135), h (282 nm; c, I.83O)

Anâlisis (#):
Cale, para CgoHggO^N^Olg. C 58,91 II 4,25 N 6,87 01 11,62
Encontrado............... 59,03 4,16 6,25 11,73
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IV.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD CITOSTATICA "IN VITRO"

IV.A.- MATERIALES Y METODOS

1.- Origen de los productos utilizados.

Colorante Violeta cristal. Perosa
5-Pluor-uracilo (5-PU). Roche 
Glutamina-TC 5789* Difco
6-Mercapto-purina (6-MP). Gayoso Wellcome S.A, 
Metanol. Merck
TC-Petal calf serum, desicated 5065. Difco 
TC-Gey solution, Dried 0796-23. Difco 
TC-Hanks solution. Dried 5775* Difco 
TC-Minimal Medium Eagle, 5675. Difco 
TC-Penicillin-Streptomycin Desiccated, 5854- 

60. Difco 
Tripsina 1:250, 0152-15. Difco 
TC-Phenol red solution 1#, 5358. Difco 
Twe:en-80. Carlo Erba

2.- Preoaracién del medio de cultivo.

El medio de cultivo empleado es el "TC-Mi- 
nimal Medium Eagle" 5675. Se trata de un medio sintético 
que contiene los compuestos usuales para el cultivo de cé«
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lulas en monocapa. Su preparaci6n a partir del polvo liofi 
lizado es como sigue: se suspender 9,06 g. del liofilizado 
en 972 ml. de agua bidestilada, agitândose enérgicamente 
hasta su botal disolucién. A continuacién se ahaden 6 ml. 
de glutamina-TC al 5# y 2 ml. de cloruro câlcico al 2#. Se 
calienta a 37-C y se agregan 20 ml. de bicarbonate sédico 
al 10#. Se pasa una corriente de carbégeno hasta que el pH 
queda entre 7,2-7,4, controlândolo con indicador rojo fe- 
nol. Se esteriliza el liquide por filtracién a presién a 
través de un filtre "Millipore" y finalmente se agregan 
100 unidades de penicilina G y 100 mcg. de estreptoraicina 
por ml de medio, suplementando finalmente el medio con 110 
ml. de suero de feto de temera. Estas ultimas adiciones 
se han de efectuar en condiciones rigurosamente estériles. 
Si en el transcurso de estas operaciones se eleva el pH 
del medio debido a una posible pérdida de diéxido de carbjo 
no, es necesario volver a pasar a través del liquide una 
corriente de carbégeno estéril hasta lograr el pH indicado

3.- Prenaracién de reactivos.

Llquido de Bouin.
Consta de dos soluciones A y B que se mez- 

clan en el momento de su uso en la proporcién de 19 partes 
de A y 1 parte de B.

La solucién A estâformada por 10 g. de âci
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do plcrico disuelto en 750 ml. de agua destilada, mâs 250 
ml. de formaldehido; la solucién B es âcido acético gla­
cial.

4 Mantenimiento de la line a celular.

Entre las numerosas llneas de células esta 
blecidas hemos elegido las cé lulas "HeLa", originarlas de
un carcinoma de âtero humano, aisladas por primera vez por

120Gey y col. en 1952. La sublfnea de éstas que mantenemos 
en nuestro laboratorio desde 1969, proceden del Institute 
Superior de Sanidad de Roma.

Las células se mantienen en cultivo esta- 
cionario en monocapa. Dos veces por s émana se le da un pa- 
se a las células, para lo que se tripsiniza la monocapa cje 
lular y se pone un pequeho inéculo en una botella de cult^ 
vo conteniendo medio fresco.

5.- Método de ensayo.

El procedimiento seguido es una modifica-
132cién del establecido en los protocolos de "screening"

133del "Cancer Chemotherapy National Service Center". U.S.A.
Se basa, en el estudio comparativo de la 

proliferacién celular en condiciones normales de cultivo, 
con la posible inhibicién de crecimiento originada por la
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sustancia ensayada a concentra,'.!ones seriadas de la misma 
en condiciones idénticas de cultivo.

El proceso se realiza partiendo de una o 
varias botellas Rous de cultivo de 200 ml. de capacidad con 
una superficie por pared de 50 cm (12x4 cm), que posee una 
monocapa celular repleta.

Se desecha el medio antiguo (3 6 4 dias de 
incubaci6n) y se lava la capa celular con 2 ml. de tripsi­
na al 0,25#. A continuacién se ahaden 5 ml. de tripsina al 
0,25# y se de.ja actuar durante unos 2 minutos hasta que se 
observa un ligero desprendimiento de la monocapa. Se des­
echa la tripsina y se deja estar la botella hasta que se 
aprecie claramente el desprendimiento de la capa celular de 
la superficie de vidrio. Seguidamente se ahaden 6 ml. de ra£ 
dio de cultivo fresco procediéndose a la disgregacién de 
las masas celulares con la pipeta mediante aspiraciones y 
proyecciones enérgicas contra las paredes del frasco.

Se centrifuga después la suspensién celular 
a 800 r.p.m. durante cinco minutos, eliminândose a continua 
cién el liquide sobrenadante con una pipeta. Se ahs.den al 
residuo unos ml. de medio fresco, se resuspenden las células 
y se toman doso très muestras a distintas diluciones de la 
suspensién homogeneizada para calcular, mediante recuento 
en el hematocitémetro, previa tincién con violeta cristal 
el numéro de células viables por ml. Poster!ormente se dilu 
ye con el medio de cultivo necesario hasta obtener una sus-
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c
pensiôn de la concentracién deseada (0,8-1,2x10 células/ml.)

Seguidamente se preparan los tubos de culti 
vo Leighton (tubos de ensayo Pyrex con pozo de superficie 
plana, de ârea 4x1,25 cm ). Con una jeringa automâtica se 
distribuye la suspensién celular obtenida anteriormente a 
razén de 1,8 ml. por tubo, de forma que se mantenga homogé 
nea en todo momento mediante agitacién magnética. Esta op£ 
racién ha de efectuarse con rapidez a fin de evitar la al­
calin! zacién del medio. Una vez tapados los tubos con ta- 
pén de caucho se colocan en gradillas que los mantienen en 
posicién horizontal con un ângulo de inclinacién de 5® y 
de forma que el pozo de cultivo quede en la parte inferior, 
incubando a continuacién en una estufa a 37-G durante très 
o cuatro horas, hasta que se depositen las células y comien 
cen a adherirse al vidrio.

Al cabo de este tiempo se verifica la buena 
marcha del cultivo en cada tubo medi ante examen microscépi^ 
co directe, para procéder seguidamente a agregar las sustan 
cias a ensayar.

Los productos se ensayan a très niveles de 
dosis; 100, 10 y 1 [ig/ml, probândose previamente el disol- 
vente o el emulgente adecuado. En nuestro caso se utilizé 
metanol acuoso a una concentracién final (1#) né téxica é 
Tween 80 al 0,2# en el caso de prepararse las muestras en 
forma de suspensiones.

Cada dôsis se ensaya por duplicado, ponién 
dose asi mismo contrôles en blanco a los que se adiciona
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idéntico volumen (0,2 ml.) del véhicule empleado para las 
sustancias,

Los tubos se incuban en la estufa a 37^0 
durante très dias y al cabo de este tiempo se sacan y estu 
dian al microscopio. Posteriormente, para lograr mayor pr£ 
cisién en la lectura de los resultados, se fijan y tihen 
las capas celulares. Para ello, se procédé a tirar el me­
dio antiguo contenido en los tubos Leighton, lavando las 
monocapas dos o très veces con suero salino a 37-C. Para la 
fijacién de las células se ahaden a cada tubo 2 ml. de li­
quide de "Bouin", dejando actuar durante 10 6 15 minutos. 
Pinalizado este periodo de tiempo, se desecha el liquide y 
se enjuagan los tubos varias veces con etanol al 80#, has­
ta que se observe una decoloracién prâcticamente total de 
las monocapas celulares. Seguidamente se dejan secar los 
tubos, situândolos boca a bajo (dentro de las propias gra­
dillas) , sobre papel de filtre. Una vez secos se estiman 
los resultados comprobando la extensién de las capas celu­
lares en las âreas de cultivo en cada tubo, mediante su ob 
servacién con lupa a 25-50 aumentos, siempre comparativa- 
mente a los contrôles en blanco.

Si en este primer ensayo que incluye très 
niveles de désis a intervales logaritmicos, se observa ac- 
tividad a concentraciones inferiores a 10 pg/ml., se proc£ 
de a un segundo ensayo para définir con precisién la DI^q 
(désis de inhibicién 50, aquélla a la que tiene lugar una 
inhibicién del crecimiento celular en un 50#). En esta re-
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peticiôn las dosis se seleccionan de modo que la apr£
ximada obtenida en el ensayo anterior queda incluida en el 
centre de una serie de diluciones ( generalmente cinco) que 
se duplican hacia arriba de ese valor y se dividen a la mi 
tad por debajo del mismo. Una vez obtenidos los valores de 
los porcentajes de inhibicién con arreglo a estas dltimas 
diluciones se détermina por interpolacién la définit^
va.

Como control positive se emplea 6—mercapt£ 
purina, 6-MP, cuya debe ser ^0,1 jig/ml. Asi mismo en
los contrôles en blanco el grado de desarrollo del cultivo 
debe ser mâxirao.

IV.B.- RESULTADOS

Los resultados de estes estudios se resumen en
las Tablas VII y VIII, en las que se expresa la actividad
de cada uno de los compuestos en funcién de la BI^^. De
acuerdo con los protocolos establecidos por el "Cancer Ch£

133motherapy National Service Center" U.S.A. , se considéra 
significativa la actividad de todas aquellas sustancias eu 
ya DIcQ ̂ 6  pg/ml.
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TABLA VII. Actividad citostética ”in vitro" Trente a câlulas HeLa de 
los derivados l-ribofuranosil- y 1-bencil-halometil-1,2,3- 
triazoles.

yN'
N\N-

R‘

R

CompuBsto R^ r2

XXIVb CH Br H 22
XXIVc CH^I H 2
XXIVa CH^Cl H 18
XXIVd CH^F H ^  100

BzO

OBzBzO

R

Compuesto R: R^ DigoC^g/mi)

XLIXb CH^Br H 50
XLVIIb CHgCl H >  100
Lie CH Cl CH^Cl 402 2
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TABLA VIII. Actividad citostética "in vitro" frente a células HeLa de
los derivados 1 -glucopiranosil-, l-(2 -glucosaminapiranosil)- 
y 1 -ribopiranosil-halo û hidroximetll-1 ,2 ,3-trlazoles.

N-
//

OAcCH
OAc

AcO
AcO

R‘

R‘

Compuesto
ALiXa ÛHgSr H 3,5
La H GHgBr 4
Llla 04 Br CHgBr 3
LXa CHgl H 2

XLVIIa CHgCl H 37
Lia CHgCl CHgCl 6

LVIIIa CH^OH CHgOH > 1 0 0

LVIa
LVIIa

CH^OH
H CH^OH/

: > 1 0 0

OAcCH
NHAc

AcO AcO

Compuesto r" r" oigQCjig/mi)
XLIXb CH^Br H 2 0

XLVIIb CHgCl H 2 0

XLVIIIb H CHgCl 25
LVIb CHgOH H :s«̂ ioo
LVIIb H CHgOH > 1 0 0

LVIIIb CHgOH CHgOH > 1 0 0

N

OAc

AcO
OAc

R

Compuesto r" R^ DI5 0 C g/ml)
U c CHgl H IfS
XLIXc CH^Br H 2,5
XLVIIc CHgCl H 55
LVIIIc CH^OH CHgOH > 1 0 0
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ACTIVIDAD CITOSTATICA "IN VIVO"

Se ha iniciado el estadio de la actividad citostâ 
tica "in vivo" frente a dos sistemas de tumores trasplan- 
tahles de ratôn: EGA (carcinoma ascitico de Ehrlich) y 
S-I80 (sarcoma I80) de los compuestos seleccionados, por 
su citotoxicidad significativa, en la primera fase ("in vî  
tro").

Paralelamente a estos estudios, como parte de un 
plan de trahajo més amplio que se viene desarrollando en 
la Secciôn de Citobiologia, en el "Caner Chemotherapy Na­
tional Service Centre" U.S.A. se ha realizado el ensayo de 
algunos de estos compuestos frento a otros sistemas tumora 
les.

En este a.péndice referimos brevemente algunos de 
los resultados mds significativos respecto a la actividad 
citostdtica "in vivo" obtenidos en dicho Centro. Para ello 
reproducimos aqui las tablas con los datos referentes al 
compuesto: 4~bromometil-l-(2,3,4,6-tetra-O-acetil- p-D-glu 
copiranosil)-1,2,3-triazol, (XLIXa), NSC 266997, frente a 
dos sistemas tumorales de ratôn: PS (leucemia linfocîtica 
P-388) y CD (tumor de mama CDBFI), asi como un sucinto co- 
mentario sobre su interpretaciôn.

La primera tabla se refiere al estudio sobre el 
tumor PS. Se utilizan ratones CDP^ (Host 06) inoculados 
con el tumor un dia antes de iniciar el tratamiento de nue
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ve dias de duracidn* En el casillero correspond!ente a "T-.i 
mor Evaluation" se pueden observar los dias de superviver- 
cia de los animales tratados ("test") y de los usados como 
control. La relaci6n entre estos dos valores nos da en el en 
cuadramiento siguiente (T/C^) el porcentaje de incremento 
de supervivencia de los animales tratados respecto a los 
contrôles.

En el caso de animales macho (sex M) se logra un 
T/c = 12?ÿo a ddsis de 50 mg/Kg/dia que sobrepasa el limite 
de supervivencia (125^) establecido como significative.Con 
animales hembras (sex P) a esta misma dôsis de 50 mg/Kg/dia 
se alcanza un T/c = 163^ altamente significative, bajando 
este porcentaje al disminuir la dôsis. En cambio, dôsis su 
periores a 200 ô 100 mg/Kg/dia resultan tôxicas.

En la tabla siguiente se resume el estudio de es­
te mismo compuesto sobre el "Tumor CD". Los animales en es 
te caso son ratones de la raza CD8P^ (Host 49) inoculados 
con el tumor un dia antes de iniciar el tratamiento de si£ 
te dias de duraciôn. En este caso a,l tratarse de un tumor 
de marna (sôlido) el paràmetro T/C^ se refiere al cociente 
entre la media de peso de los tumores desarrollados en los 
animales tratados y la misma media del tumor de los anima­
les control. Como se puede observar en la casilla correspon 
diente, la dôsis optima résulta también de 50 mg/Kg/dia 
con un porcentaje de desarrollo tumoral del 46^ respecto 
al control,incrementôndose éste al disminuir la dôsis. Dô-
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sis superiores, como en el caso anterior, resultan ineficaces 
o tôxicas. Los métodos seguidos en estos estudios vienen deta-
llados en los Protocolos del "Cancer Chemotherapy National Ser 
vice Centre" U.S.A.

Otros compuestos estudiados en este mismo Centro (Lia, 
NSC 268393; Llla, NSC 283147; XXIVh,NSC 283149) no han mostra­
de actividad significativa en el sistema PS-(P-388). No obstan 
te prosiguen en la actualidad estos estudios, tanto por parte 
de les compuestos resehados anteriormente, como con otros nue- 
vos enviados recientemente.
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Se ha llevado a cabo la obtenci6n de una sé­
rié de halometil-l,2,3-triazoles sustituidos en N-7. por 
dos procediraientes# El primero consiste en la reacci6n de 
cicloadiciôn dipolar-1,3 de azidas de glicosilo o de azida 
de bencilo a haloraetilacetilenos. El segundo •consta a 
su vez de dos etapas: en la priraera de ellas, a través de 
la cicloadiciôn dipolar-1,3 de azidas de glicosilo o de azi 
da de bencilo a hidroxiraetilacetilenos se llega a hidroxi- 
raetil-1,2,3-triazoles sustituidos en N-1,raientras.La segun 
da etapa consiste en el tratamiento de los hidroximetil-1,
2,3-triazoles, obtenidos en la primera, con distintos agen 
tes halogenantes para dar los haloraetil-1,2,3-triazoles 
sustituidos en N-1. Asf raisrao se ha realizado un estudio 
de la actividad citostâtica de los productos sintetizados 
frente a cultives de células HeLa en una priraera fase de 
selecciôn. Los compuestos elegidos por su actividad signi- 
ficativa frente a ese sistema "in vitro" han sido enviados 
al "Cancer Chemotherapy National Service Center” U.S.A. pa 
ra su estudio "in vivo" frente a diverses sisteraas de tura£ 
res trasplantables. Une de estes compuestos ha sido,a su 
vez, seleccionado por dicho Centro para un estudio mâs de- 
tenido de su actividad, dado el alto porcentaje de superv^ 
vencia mostrado frente a un tipo de leuceraia linfocltica: 
P-388.

En las conclusiones que siguen se resuraen los 
aspectos rads importantes de este trabajo:
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1.- La reacci6n de azida de bencilo con cloru 
ro de propargilo, bromure de propargilo o alcohol propargf 
lico conduce a 4-bromometil-, 4-clorometil- 6 4-hidroxime- 
til-l-bencil-1,2,3“triazol respectivamente.

2.- La reacciôn de l-bencil-4-hidroximetil-l,
2,3-triazol con trifenilfosfina/CCl^, trifenilfosfito/Br^
6 trifenilfosfito/l^ da lugar a los 4-clorometil-, 4-broa£ 
metil- 6 4-iodometil derivados correspond!entes.

La reaccidn de l-bencil-4-bromometil-l,2,
3-triazol con KP/l8-cro\m-ô da lugar a l-bencil-4-fluoromo 
til-1,2,3-triazol.

3.- Varios intentes encaminados a la prepara- 
ci6n de 4-halometil-v-triazoles, no han conducido a los r£ 
sultados esperados. Los intentes realizados han consistido 
en: a) reacciôn de cicloadiciôn dipolar-1,3 de azida de 
trimetilsililo a haloraetilacetilenos, b) halogenaciôn de 
hidroxiraetil-v-triazoles, obtenidos por reacciôn de azida 
de trimetilsililo e hidroxiraetilacetilenos y, c) hidrogen£ 
lisis de 1-bencil-l,2,3-triazoles.

El fallo de estos intentes unido a que 
los halometil-v-triazoles son compuestos de estructura rauy 
sencilla aiin no descritos, indica que dichos productos son 
inestables y que posibleraente no puedan ser obtenidos.

4.- La reacciôn de cicloadiciôn dipolar-1,3
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p -D-glucopiranosilazida, 2-aceta 
mido-2-desoxi-3,4,6-tri-0-acetil-p -D-glucopiranosil azida.
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2,3,4-tri-O-acetil- p -D-ribopiranosil azida 6 2,3,5-tri-O- 
benzoil- p -D-ribofuranosil azida a cloru.ro de propargilo 
bromure de propargilo condujo a una mezcla de los dos 4- y 
5-halometil-l-glicosil-l,2,3-triazoles isômeros. La reac­
ciôn del alcohol propargflico con las raismas azidas de gl^ 
cosilo tarabién condujo a una mezcla de los dos 4- y 5-hi- 
droximetil-l-glicosil-1,2,3-triazoles isômeros. En todas 
las mezclas predorainô el isômero 4-sustituido, menos impe- 
dido estéricamente.

5*- La reacciôn de cicloadiciôn dipolar-1,3 
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil- p -D-glucopiranosil azida ô 2,3, 
5-tri-O-benzoil-p-D-ribofuranosil azida a 1,4-diclorobut^ 
no Ô 1,4-dibromobutino condujo a los correspondientes 4,5- 
bis(halometil)-l-glicosil-l,2,3-triazoles. La reacciôn and 
loga de 1,4-dihidroxibutino y 2,3»4,6-tetra-O-acetil- p-D- 
glucopiranosil azida ô 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-0- 
acetil- p-D-glucopiranosil azida die lugar a los correspon 
dientes 4,5-bis(hidroximetil)-l-glicosil-l,2,3-triazoles.

6.- Los 1-glicosil-halometil-l,2,3-triazoles 
anteriores tarabién se obtuvieron a partir de los correspon 
dientes l-glicosil-4-hidroximetil-l,2,3-triazoles por tra­
tamiento de estos liltiraos compuestos con trifenilfosfina/ 
CCl^, trifenilfosfito/Br^ 6 trifenilfosfito/l^,. Estas rea£ 
ciones dieron lugar a la formaciôn de los 4-clorometil-,
4-broraoraetil- ô 4-iodoraetil-l-glicosil-l,2,3-triazoles re^ 
pectivaraente•
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Un tratamiento andlogo de los 4,5-bis(hi- 
droximetil)-l-glicosil-l,2,3-triazoles con trifenilfosfina/ 
CCl^ 6 trifenilfosfito/Br^ condujo a los correspondientes 
4,5-bis(clorometil)-, 4,5-bis(bromometil)-l-glicosil-l,2,3- 
triazoles.

7.- Las estructuras de todos los derivados,tan 
to bencllicos como glicosidicos,de triazol se han determi- 
nado por raétodos anallticos y espectroscôpicos. La diferen 
ciaciôn entre los isômeros 4- ô 5-sustitufdos se realizô
mediante la espectroscopia de r.m.n. La conformaciôn C-1 
del resto de azdcar de los nucleosidos de tetraacetilgluc£ 
piranosa, 2-amino-tetraacetilglucopiranosa y triacetilrri- 
bopiranosa se determinô mediante la espectroscopia de r.m.n. 
La configuraciôn p de todos los nucleosidos triazôlicos ob 
tenidos, idéntica a la configuraciôn de las azidas de par- 
tida correspondientes, también se determinô mediante la e£ 
pectroscopfa de r.m.n.

8.- Actividad "in vitro": Algunos de estos corn 
puestos presentan una actividad muy significativa frente a 
células HeLa, lo que ha permitido su selecciôn para estudios 
posteriores "in vivo".

9.- El compuesto 4-broraometil-l-(2,3,4,6-tetra 
-0-acetil- p-D-glucopiranosil)-l,2,3-triazol, présenta una 
actividad muy interesante frente a un tipo de leucemia lin 
focltica: P-388. Actualmente prosiguen los estudios en el 
"Cancer Chemotherapy National Service Centre'HJ.S.A.
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10.- Se ha comprobado una actividad mayor en 
los derivados bromo- y iodometllicos de los nucleosidos de 
gluco- y ribopiranosa mientras decrece ostensiblemente, di 
cha acciôn citotôxica, en los derivados clorometlliços.

Respecto a los derivados nucleosldlcos de 
glucosamina y ribofuranosa benzoilada la actividad disminu 
ye considérablemente quedando en todos los casos fuera del 
margen de significancia.

Pinalmente se ha comprobado una carencia 
absoluta de actividad cuando estas estructuras portan un 
radical hidroximetilico en lugar del halometllico.
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