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Egste invento se refiere & un nuevo derivado de ade- €

‘nina representado por la férmula:

; N
l:qrn> 7 (1)

CH, - CH - CH- COOH
2 7 g
OE OH

- ¥y sus .édles farmacéuticamente aceptables. Este invento se
refiere también al procedimiento para preparalo.
5 Se ha logrado aislar una nueva sugtancia h:tp%é’oles-
:terolémica (designada en lo que sigue como "lentinacina)
%a partir de un hongo comestible "Shiitake" (Lentinus edo=-
§;dea Sing.), en forma de cristales puros, y se confirmé su
%eatructura quinica como la de &cido 4=(9-adenil)-2-(R),
10 fE(R)-dihidroxi—butirico (configuracién D-eritro), por es~-
%pectrometria, por estudio de degradacién y por sintesis to
étal adicional.
‘ Se ha encontrado que la lentinacina consta de car-
:bono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Se determind que el
15 vpeso molecular de la lentinacina era de 253 por espectro-
.metria de masas (pico o méximo principal’'a m/e 253, y pi-
icos fragmentarios a m/e 236, 218, 208, 178, 174, 148 y
1135).
| El anflisis elemental de la lentinacina resultd ser
T 20 el giguiente: 42,78% de carbono, 4,34% de hidrégeno, 27,51%
‘de nitrégeno,
: Por lo tanto, la férmula empirica de la lentinacina
‘se determiné que era 091‘{1104115, lo que requiere 42,69% de
‘carbono, #,39% de hidrégeno y 27,67% de nitrégeno.

25 La lentinacina dié resultados negativos en todas las

11.5.70 -2 - '
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reacciones de color para azicares, esteroides y alcaloi~-

des. La lentinacina tiene al menos un grupo carboxilico,

- dado que forma un éster y es adsorbida sobre una resina

de intercambio de aniones d8bil. El espectro de absorcién
de ultravioletas de la lentinacina es especifico de los

de los compuestos de adenina-9-sustituidos (véase J.A.C.S.

-84, 2148 (1962)).

U.V. méximo de lentinacina (&cido libre)
261,5 mu (en H,0); 259,5 mm (en BCL 1N)
. 262 mpu (en NaOH 1 N).

Ia espectrometria de masas del éster metilico de la

‘lentinacina muestra un pico con el nfimero de masa 135, que

corresponde a la adenina. El espectro de resonancia magné

tica nucleer de la sal sbédica de lentinacina tenia las si

guientes seflales caracterfisticas: (100 MH, en D20) % (ppm)
8,04 (8, 1H), 8,03 (S, 1H), 4,40-4,10 (m, 4H), todas las

;cuales eran especificas del desplazamiento quimico de pro-

tones en posiciones 2 y 8 del esqueleto de adenina 9-sus-
tituida. Se obtuvieron glicina y &cido 4-amino-2,3=-dihi=-
"droxi-butirico por la degradacién Acida de lentinacina. Ia

formacién de glicina por la degradacién es aceptada como

.;caracteristlca de compuestos de adenina, tal como se in-

.rorma en Biochimica et Biophysica Acta 58, 585 (1962). La

:conf;guracién estérea del &cido 4~amino-2,3fd1h1drox1buti—
lrico obtenido a partir de lentinacina se coﬁfirm6, por sin
;tesis pasando por Acido 4-amino-4-desoxi—2,5-O-isopropili:
fdénpD-eritrénico, que era del tipo D-eritro (es decir conf
Ifiguracién 2(R), 3(R)).

Por consiguiente, se confirmd que la estructura qui-
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%mica de la lentinacina era la de &cido 4—(9-adenil)-2(R),:
éB(R)-dihidroxiébutirico. La lentinacina recristalizada en'
;agua caliente funde a 261-2632C con descomposicién,

% El hemidrato de la sal sbdica se encuentra en forma
gde laminillas incoloras que se descomponen a 266-2682C
(7 20 4 45,58 (o = 1, en By0)).

% .Ia configuracién estérea de la lentinacina fué con-
;firmada ademés co%gdel tipo D-eritro mediante la sintesis
étotal. Las propiedades fisico-quimicas de la.legyﬁqgcina
%sintetizada coincidfian con las de la lentinacina naf;ral.
;Més aGn, la lentinacina sintética mostrd un notable efec-
%to hipocolesterolémico, igual que el de la lentinacina na-
%tural. ,
! La lentinacina es aislada extrayendo Lentinus edodes

iSing. en forma de polvo con una solucidén acuosa gque con- :
! tiene aproximadamente 70% de un alcohol inferior conven-

. clonal tal como metanol, etanol; eliminando las sustancias
| .

%insolubles del extracto; adsorbiendo, si se requiere, la -

| porcién hipocolesterolémica sobre una resina de intercam-

?bio de cationes tal como (Dowex 50 W, Amperlite IR=120
Z’(fo:u:'mzaa E")) para eliminar las sustancias no catiénicas que
:no son adsorbidas sobre dicha resina, seguido’por la elu~
‘eibn de la porcién hipocolesterolémica adsorbida con amo-
éniaco acuoso desde la resina, adsorbiendo ingredientes éci
;dos en el eluato sobre una resina de intercambio de anio-
.nes débil tal como (Amberlite IR 45 (forma C1l7)); eluyen-
zio la porcién eficaz desde dicha resina con un &cido volé-
ftil tal como acético; fraccionando el eluato cromatogrifi-
camente sobre una resina de intercambio de cationes tal

. como Amberlite CG-120 para recoger la fraceién hipocoles-f
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.en que AN

cetal, con una sal metélica de adenina en su posicién 9

“terolémica que muestra un méximo de absorcién a aproxima-

damente 262 mu; y recuperando lentinacina cristalina de

“la fraccidn despubs de desalificar sobre resina de inter-

- cambio de iones.

Un ejemplo preferido de la extraccidén estf mostrado

- en el Ejemplo 1 que se describe a continuacién.

De acuerdo con una realizacién del presente invento,

el compuesto (I) puede ser preparado sintéticamente haclien

do reaccionar un cétal o acetal de 2,3—dihidzoxi-eqitrono-

Yo

4lactona representado por la férmula

R\c R’
o Yo

Zj_ (I1)
5 >0

BN/
es el radical residual de dicho acetal o

_para proporcionar el correspondiente derivado de &cido
4~(9-adenil)=-2,3~dihidroxi~butirico representado por la

f6rmula
NHp
7'\ N
lL | >
N I;T (III)
CH,~CH~CH~-COOH
2
o0
R’ R’
Rl -
en que //C\\ tiene los mismos significados que se indi-
Rl

cen arriba, después de lo cual el compuesto (III) es hidro
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lizado para dar el compuesto (I).
En calidad de sal metdlica de adenina, se prefiere

emplear una sal de mebtal alcalino tal como sal de sodio,

" sal de litio, sal de potasio, que se puede preparar de

_un modo convencional, por ejemplo haciendo reaccionar ade-

nina con hidruro de sodio, sodio metélico, hidrdxido de
sodio, amida de sodio, amida de litio, carbonato de pota-
sio, hidréxido de potasio, en un disolvente apropiado a
la temperatura ambiente o bajo calentamiento moderado.

Ejemplos preferidos del radical residual del anterior

' acetal o cbtal son los radicales etilideno, isopropilide-

0oy bencilideno.

La reaccidn de condensacidn de la sal metilica de

" adenina con la lactona (II) se lleva a cabo preferible-

" mente bajo calentamiento, produciendo de este modo la

:correspondiente sal metédlica del compuesto (III). La sal

metélica del compuesto (III) es convertida con facilidad
en el correspondiente &cido libre de (III) de un modo

convenclonal, tal como neutralizacidén o tratamiento con

. una, resina de intercambio de iones. Fn calidad de disol~

vente de reaccidén para la formacidén de la anterior sal

metélica de adenina y para la subsiguiente reaccién de

" condensacién con el compuesto (II), se pueden emplear

preferiblemente dimetilformsmida, dimetilsulféxido, di-

- metilacetamida, sus mezclas con piridina o gimilares,

El compuesto intermedio (III), o su sal metélica,

- es hidrolizado a continuacién para eliminar el grupo pro-

tector R~,7 de grupos 2,3-dihidroxi, despuds de ser

:

_separado del producto de reaccién, o sin separacidén. Di-

' cha hidrélisis puede efectuarse de una maners convencional

-6 -
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tel como hidr8lisis fcida, por ejemplo afiadiendo un 4cido

‘mineral dilufdo tal como 4cido clorhidrico, &cido sulfiri-

co, & la temperatura ambiente o a una temperatura eleva=-
da. .
El Acido 4—(9-adehil)-2,B-dihidroxiabutirico resul-

tante puede ser aislado de la mezcla de reaccién de un

modo convencional, por ejemplo adsorbiendo sal inorgéni-

. ca ¥y la adenina no reaccionada remanente sobre una resina

de intercambio de iones. RN T

De acuerdo con otra realizacién del pregente invento,

el compuesto (I) puede ser preparado haciendo reaccionar

4~halo=5-nitro~6-amino~pirimidina, representada por la

f£6rmula

N,

NK | (zv)
N

X

en que X es un &tomo de haldgeno tal como &bomos de clo-
ro, bromo o flfior, con &cido 4-amino-2,3-dihidroxibutiri-
co (V) para proporcionar &cido 4-/(6-amino=5-nitro-~4-piri-
midil)-aming/-2,3-dihidroxi~butirico (;V), reduciendo el

:producto (VI) para convertir su grupo nitro en un grupo
- amino, y sometiendo el Acido 4-/(5,6-diamino-4~pirimidil)

~aming/-2,3-dihidroxi-butirico (VII) resultante a una reac
cién de cierre de ciclo.

La anterior reaccidén puede ser ilustrada por las si-

guientes ecuaciones:



2\~ ¥
N
L + NHy = CHy~ ?H—?H-COOH ——
X OH OH
(v) (M)
NE,, . NH,
N%I 2 — NZ N\ M,
Wy NH~CH = CH~CE~COOH ku l
i1 ' NH-CHQ-GH—CH—COOH —3(1)
OH OH :
OH O
(V1) (VII)
32( b
cnz-gn-gn-com
[ ]
OH OH

(VIII)

éen que X tiene los mismos significados que se especifican
imés arriba.
La primera reaccibén de condensacién de los compues-
“tos (IV) y (V) se lleva a cabo preferiblemente en un disol
5 uhﬁxggte apropiado, tal como agua, tetrahidrofurano, acetona,
T*dibxaho, o una mezcla de estos en presencia de una base
‘tal como bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, carbonga
'to de potasio. Se prefiere llevar a cabo la resccién & la
temperatura ambiente o a una temperatura ligeramente ele-
10 évada.
: El compuesto (VI) asi preparado es reducido a conti-
nuacién para dar el compuesto (VII) de una manera conven-
1cional para convertir un grupo nitro en un grupo amino. El

1

11.5.70 - 8 -
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método més apropiado para este fin es le reduccibén catali-

tica utilizando paladio sobre carbono, niquel Raney o si-

milares en un disolvente tal como agua, metanol o etanol.

Tos métodos son aplicables al compuesto (VI) tanto en la
forma de écido libre como de sales, tales como la sal sédi-
jca o la sal potésica. La‘reaccién se puede llevar a cabo

a la temperatura ambiente bajo la presibén atmosférica o ba-
Ejo presién elevada. Alternativamente, la reduccién del com~
jpuesto (V) se puede llevar a cabo quimicameﬁte,vpg;wyjam—
plo empleando un agente reductor sulfurado tal como una sal

;de tiosulfato.

El 4cido 4-/75,6-diamino~4~pirimidil )-aming/-2,3
~dihidroxibutirico (VIX)asi{ obtenido puede ser empleado co-

mo material de partida para la reaccidén final de cierre de

‘ciclo con o sin aislamiento desde la mezcla de reaccidn.

La reaccidn de cierre de ciclo se puede llevar a cabo de

dos maneras, a saber:

i) por reaccidn con un derivado de tiocarbonato tal

como disulfuro de carbono, tiourea o ditiocarbonato, para

proporcionar &cido 4-(8-mercapto-9-adenil)-2,3-dihidroxi
-butirico (VIII) seguido por una reaccidn de Qesulfuracién
convencional,

o ii) por reaccidén con un derivado de 4cido férmico
tal como &cido férmico, formamida, una combinacién de es-
tos, formamidina, ortoformiato y tioformamida,

El primer tipo de cierre de ciclo 1) se lleva a cabo

preferiblemente en un disolvente apropiado tal como dimetil=-

jformamida, piridina, dimetilacetamlde, con calentamiento.

La subsigulente reaccién de desulfuracibén se lleva a cabo,

por ejemplo, calentando el compuesto intermedio (VIII) con

t

11,5470 -9 -
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niquel Raney en un disolvente tal como agua durante unas

pocas horas.
El Gltimo tipo de cierre de ciclo ii) se puede lle-

var a cabo calentando simplemente con &cido £érmico o con

" los derivados de este arriba ilustrados, con o sin utili-

- zacién de disolvente para el mismo.

Opcionalmente, unsa pequefia cantidad de isémero de
aninopurine 6-sustituida puede ser producida como subpro-

ducto, pero el isbdmero puede ser separado con facllidad

* del compuesto (I) buscado por métodos cromatogréficos o

; utilizandé la diferencia entre sus solubilidades en un di-

- golvente convencional.

La reaccidén anterior puede ser aplicable igualmente

. a los respectivos isémeros épticos de los compuestos (II)

. ¥ (V) sin racomizacién. Por lo tanto, si se emplean

 2,3-0=-protegida~D-eritronolactona y &cido 4~-amino=D=-eritro

~ la lentinacia natural. Ademés de ello, si se emplean 2,3-O-pro-

-2,3=dihidroxi~butirico en calidad de los compuestos de
partida (II) y (V), respectivamente, se puede preparar

sintéticamente de modo completo la misma sustancia que

~ tegida-DI~eritronolactona y 4cido 4—amino-DL-eritro-2,3

o
Yy

~dihidroxi~-butirico en calidad de los compuestos de parti=-

da (I1) y (V), respectivamente, se puede obtener la mez-

- cla racémica que contiene 50% de una sustancia igual a

la lentinacina natural,.

El compuesto (I) asi preparado puede ser convertido

adicionalmente en sus sales estables y farmacéubticamente

' acepbables tales como lag sales de sodio, de potasio,

de calcio, de magnesio, de aluminio, todas las cuales

" mantienen la actividad hipocolesterolémica igual que el



! 4cido libre del compuesto (I),
Sal de potasio: 09H1004N5K.1/2320, placas incoloras,
‘p. de £. 261-2652C (con descomposicidn), fécilmente solu=
‘bles en agua, précticamente insolubles en etanol o en otros
5 disolventes orgénicos,
Sal de calcilo: (09H1004N5)2 Ca.H, 0, primas incoloros,
p. de £, por encima de 28820, apenas solubles en agua,
précticamente insolubles en disolventes orghnicos.
Sal de magnesio: (09Hi004N5)2Mg.H20, polvo crista-
10 lino, p. de f£. por encima de 3002C, apenas soluble en
agua; préc%icamente insoluble en disolventes orgémnicos.
| La actividad hipocolesterolémica de la lentinacina
fue estimada en los experimentos farmacoldgicos de la
firma solicitante como aproximadamente 20 veces mis poten—
15 te que la del Clofibrato (nombre quimico: 2~-paraclorofenoxi
-2=-metil-propionato de etilo) que ha sido conocido hasta
ahors como uno de losagentes hipocolesterolémicos més efi-
caces. Un ejemplo de experimento comparativo de sus acti-
vidades hipocolesterolémicas e hipotrigliceridémicas es
20 el siguiente:
Experimento. La lentinacina fué afiadida como suple-
‘mento, en forma de sal de sodio, a una dieta de alimenta-
”ﬁ¥6§3n comercial (vendida por Japen CLEA Company), con la
'cual ratas machos de la raza Spfhgue-nawley, que pessaban
25 1140-160 g, fueron mantenidas durante 7 diaé‘(consistiendo
cada grupo de ensayo en 8 ratas).
‘ Después del periodo experimental, se determiné la can=-
itidad total de colesterol y de triglicéridos en el suero de
iratas por el método de Zak y por el método de Van Handel

30 'y Zilversmit respectivamente,

11.5.70 | -1l -
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El porcentaje de disminucibén de colesterol total ¥y

" siguiente férmula:
: - Nivel princigal de eolesterol total

Disminucién %= |1 - BRURO

‘de triglicéridos totales en el suero fue calculado por la

o de tri&Lic ridos totales en el

x {100
Nivel medio de colesterol total o

de triglicéridos totales en el

grupo testigo

.Tios resultados estén mostrados en la Tebla 1.

i
i

.

Tabla I

:Suplementog =~ Porcentaje de disminucidén Porcentaje de dis-
de colesterol total en el minucién de trigli-

:Compuestos en

suero (%) céridos totales en
la dieta (%) el suero (%)
:Lentinacina
(Sal de Na,
hemihidrata=
'da.) 0,01 26 49
: ] 0’005 20 ) 50
- 0lofi-
brate 0,2 28 62
" 0,1 21 - 34
" 0,05 15 "5

" Ademés la toxicidad aguda y la toxigidad crénica de

‘la lentinacina son extremadamente bajas. Por ejemplo, las

cinco ratones a los que se administraron oralmente o intra-
venosamente 1000 mg/kg de lentinacina sobrevivieron todos

durante mas de 14 diass. Las 10 ratas a las que se adminis-

traron oralmente 500 mg/kg diariamente de lentinacina so-

brevivieron durante més de un mes, y 7 de 10 ratas a las que

se administraron oralmente 1000 mg/kg diariamente de lenti-

nacina supervivieron durante mis de un mes.

-l - :
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La lentinacina y sus sales farmacéuticamente acepta-

bles son particularmente ventajosas para tratar o evitar

~ hipercolesterolémias que estén acompafiadas de arterioescle-

' rosis, hipertensién, infarto cardfaco, angina de pecho,

cerebromalacia, o accidente rascular cerebral. Pueden ser

utilizadas en formas gsusceptibles de ser suministradas

. para administracién oral o paremteral en asociacidén con

un excipiente farmacoldgicamente aceptable, Las dosis

diarias preferidas son de aproximadamente 100 a 300 mng

, (ca%culado en forma de &cido libre) para adultos. No apa-

rece con tales dosis ninglin efecto secundario desfavora-
ble,

Eﬁem@lo Le=

(11 kg de caperuzas secas de hongo, lentinus edodes

 Sing. es reducido a forma de polvo y se ailaden al polvo 5

litros de etanol acuoso al 80%. La mezcla es agitada vigoro-
samente a la temperatura ambiente durante 4 horas. A con-
tinuacibén, la mezcla es filtrada y el filtrado es hecho
pasar a través de una columna rellena con 0,4 litros

de Amberlite IR-120 (forma H'). Después de lavar la co-

lumna haste que la solucién que ha sido hecha pasar se

jvuelve neutra, la columna es elufda con amoniaco acuoso
:“al 4% y el eluato es concentrado. El residuo es disuelto

" en agua y la solucién es hecha pasar a través de ungco-

lumna rellena con 0,4 litros de Amberlite IR-45 (forma C17).,

‘Después de lavar la columna con Z litros de agua, la co-
lumna es elufda con 2 litros de Acido acético 1 N y el

- eluato es concentrado hasta 50 ml. EL concentrado es cro-
imatograriado sobre una columna (de 3,6 x 150 cm) de Amber-
" lite CG-120 a 5020 (disolvente: soluciones tempbén de ci- i
Etrato de sodio de pH 3,25 y pH 4,25, caudal 480 ml/hora)

-13 =
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§y se recogen las fracciones entre 6,300 - 7,280 ml, La
ifraccién es adsorbida nuevamente sobre Amberlite IR 120 y
fes elufda con amoniaco acuoso. Se afiade etanol al 70% al
%eluato concentrado para separar por cristalizacién 0,495 g
?de hemidrato de sal sbdica de lentinacina, es decir -
é4—(9-adenil)-D-eritro-Z,B-dihidroxiAbutirato de sodio he~
%mibidrato en forma de placas transparentes incoloras que
?se deéébmponen a 266-2682C después de recristalizacién re-
ipetida en etanol aéuoso al 70% y se seca sobre Eggﬁhbajo

‘presifn reducida & aproximadamente 452C).

7 20 a4+ 45,52 (C = 1, en HO

La sal de sodio es soluble en agua, pero apenasg solu
%ble en etanol, insoluble en cloroformo, éter de petréleo
éu otros disolventes orgénicos convencionales,

?(II) A partir de la amterior sal de sbdio se preparan
élos siguientes cristales de una manera convencional.

Acido libre de lentinacina: P. de £. 261-2632C (des-
qués de recristalizacidén en agus caliente, apenas solublei
‘en agua). '

: Ester met{lico de lenbinacina: P. de f, 218-2219C
‘(agujas incoloras (después de recritalizacién ‘en metanol).

Clorhidrato de éster metilico de lentinacina: P. de
£, 193-1962C. Agujas incoloras (después de recristaliza-
cién en etanol-acetona).

Ejemplo 2

540 mg de adenina son disueltos en 60 ml de dimetil=
formamida, Se afiaden a la solucién 210 mg de hidruro de so
‘dio oleoso al 62,5% y la mezcla es agitada durante 2 ho-

ras a 702C. Se afiaden a la mezcla, en porciones, 700 mg de

- 1 -
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-

“5535 de recristalizacidn repetida en etanol acuoso al 80%. .

2,3~0-igsopropiliden~D-eritronolactona y la mezcla es agi-
tada a 1409C + 59C durante 15 horas. A continuacién, la di
metilformamida es eliminada de la mezcla por evaporacidn
bajo presién reducida, se afiaden &l residuo 10 ml de &ci-
do clorhidrico al 10%, y la mezcla es calentada a 60-802C
durante 30 minutos. Después de concentracién de la mezcla
bajo presién reducida, se afiaden al residuo 20 ml de agua
y se neutralizan con amonfaco acuoso al 5%. La solucidén es
hecha pasar a continuacién a través de una columna de 50
nl de Amberlite IR-120 (forma E*), y la columna es elufda
con émoniaéo acuoso al 5%. El disolvente es eliminado del
eluato pof evaporacién bajo presidén reducida, se afiade al
residuo una pequefia cantidad de agua y la adenina insolu-
ble remanente es separada por filtraclén. Una pequeiia can-
;tidad de blcarbonato de sodio es anadida al filtrado, y se
%aﬁade al filtrado una cantidad suficiente de etanol para
separar por cristalizacién 4-(9-adenil)-D-eritro~2,3-dibi~
idroxi-butirato de sodio crudo. Después de secar concalenta~
miento bajo presibn reducida, se obtimen 470 mg de crista-
les de color pardo ligeramente amarillento que se descom-
ponen a 225~2299C. Los cristales son purificados para for-

ﬁar escamas incoloras que se descomponen a 266-2682C, des-

Ejemplo 3

Una mezcla de 8,1 g de adenina, 2p4 g de hidruro de
sodlo oleoso (al 62,5%) y 250 ml de dimetilformamida es ca-
ientada a 80-852C durante 1,5 horas. 7,9 g de 2,5—0—isoprg'
piliden~D-eritronolactona son afiadidos a la mezcla, y la

mezcla es calentada con agitacifém a 140 + 32C durente 12 ho

- 15 =
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ras. Después de evaporacién del disolvente, el residuo es.
,dlsuelto en 40 ml de agua y la sustancia insoluble rema-
Enente es separads por filtracién. EL filtrado es tratado .
%similarmente con Amberlite IR-120 (forma H*) tal como se -
édescribe en el Ejemplo 2, y el eluato es concentradb para'
éseparar por cristalizacién &cido 4-(9-adenil)-D-eritro
%-2 3-isopropiliden-dioxi-butirico, que se descompone a
2170—17500.
: Ios cristales son disueltos en soluciép acuosa di-
Eluida de bicarbonato de sodio y la solucidn es a;ésiorada,
éy después de esto es neutralizada con &cido férmico al 3%,
%con lo que se obtienen 2,0 g de prismas incoloros purifi-

. cados de 8cido, que se descomponen a2R2-224290C,

| 1r.2%90Ll 3400, 3320, 3180, 1680, 1620, 1230, 1210,
i 1170, 1070, cm™t

i U.V. méx.; 263 mu (en agua)

R.M.N, H (D20, NaOD)

T= 1,8 (s, 1H), 1,95 (s, 1H), 5,70 (¢, 2H), 5,15 (m, 2H)
8,40 (s, 2H), 5,15 (m, 2H), 8,40 (s, 3H) 8,65 (s, ?H)

' 100 mg de los cristales son calentados con 1 ml de |
gécido clorhidrico al 10% a 60-702C durapte 30 minutos. EL-
2pH de la mezcla es ajustado a 3,5 con hidrdéxido de sodio
jal 10% y los cristales resultentes son recogidos por fil--
;tracién. Los cristales son disueltos en solucidén acuosa de
‘bicarbonato de sodio y se afiade a la solucién una cantidad
suficlente de ebanol para separar por cristelizacibédn -
'4—(9-adenil)-D-eritro-2,B-dlhldroxi-butirato de sodio, he-
‘mihidrato.

P. de f£. (con descomposicién) 263-26520, Rendimien=
to. 89 ng.
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Ejemplo 4

2,2 g de adenina son suspendidos en 65 ml de dime-
tilformamida y se afiaden a la suspensién 375 mg de hidru-
ro de sodio. Después de agitar la suspensidén a 6020 duran-
te 45 minutos, se afiaden a la suspensién 2,16 g de 2,3-0
-etilidén~D-eritronolactona. La mezola es calentada a re-

 flujo durante 8 horas en una atmbésfera de nitrégeno. Des-
pués, la mezcla de reaccién es filtrada y se evapora di-
-metilformamida desde el filtrado bajo presién reducida.
§Se afiade al residuo una pequeiia cantidad de ague y la mez-
icla es degada reposar durante la noche en una nevera. Deg
pués, lalhezcla es filtrada y el filtrado es hecho pasar
‘& través de una columna de Dowex 50 W. La columna es eluf
;da con amonfaco acuoso y el disolvente es evaporado del
~eluato bajo presién reducida para dar &cido 4-~(9-adenil)
ﬁ-D—eritro-a 3~ptilidén-dioxi~butirico crudo. El producto
es disuelto en 15 ml de agua y un tercio de la solucién
es purificado por cromatografia en capa delgada preparati-
Iva sobre gel de silice (disolvente eluyente: &cido acéti-
;co:butanel:agua =1:4:5) para dar prismas incoloros que se
descomponen a 241-2432C, Rendimiento: 200 mg.

Los cristales son calentados con 5 ml de fcido sul-
“fﬁrico al 20% sobre bafio Marfa, son neutralizados con amo-
niaco acuoso y son concentrados 5&;0 presi6n reducida. EL
‘concentrado es dejado reposar en un bafio de hlelo, con lo
.Que se obtienen cristales de fcido 4=(9-adenil)-D-eritro

=2, 3=dihidroxi-butirico,
| P, de f. 252-2542C (con descomposicién).
Una cristalizacién adicional en agua proporciona la

'muestra purificada de punto de descomposicién 261-26320.

- 17 =
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La parte remanente de la solucibén acuosa del &cido
i4-(9-adenil)-D-eritro-2,E—etilidendioxi-butirico erudo es
Zaﬁadida & 20 ml de fcido sulfGrico al 20% y la mezcla se
ihierve durante 2 horas. La mezcla es neutralizsda con amg%
éniaco acuoso y es hecha pasar a través de una columna de .

§Dowex 50 W. La columna es elufda con amonfaco acuoso y el.

eluato es concentrado bajo presién reducida., Se aﬁade‘al ,

' residuo solucién acuosa de bicarbonato de sodio hasta que’

cesa la efervescencia. Entonces, la mezcla es decolorada,
e

filtrada y el filtrado es concentrado. Se aﬁadevéiﬂgonceg_

! trado una cantided spropiada de etanol mientras est& ca-

' liente., Despuds de enfriar, los cristales resultantes son
% secados en aire para dar 650 mg de 4-(9-adenil)=D-eritro

%-2,3-dihidroxi-butirato de sodio.a,SHap en forma de lami-:
nillas incoloras. Degpués de secar bajo presidn reducida -

a aproximademente 452C, los cristales son identificados

" con el hemihidrato de sal sddica de lentinacina.

 Ejemplo 5

393 mg de hidruro de sodio oleoso (8l 64%) y 1,48 g
de adenina son suspendidos en 45 ml de dimetilformamida y.

la suspensidén es agitada a 45-602C durante una hora. Se

- afiaden a la mezcla 2,06 g de 2,3-0O-bencilidén-D-eritrono-
| ladtona en una atmésfera de nitrégeno a 140-1502C durante-
12 hores. Se elimina dimetilformemida por evaporacién desg

: de la mezola, y el residuo es disuelto en 10 ml de agua. .

La solucibn es dejada reposar durante la noche en una ne~.
vera y es filtrada., El filtrado es concentrado hasta se-
quedan bajo presidén reducida y el residuo es ajustado &

. pH 4 con &cido férmico 0,5 N. El precipitado es separado |

; - 18 = ;
|
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! por filtracibén y el filtrado @ liofilizado, con lo que se
obtienen 3,0 g de &cido 4-(9-adenil)-D-eritro-2,3~bencili~
dendioxi-butirico crudo. El producto crudo es purificado
psrs, formar los cristales que se descomponen & 191=1932C,

5 por cromatograffa en polvo de celulosa seguido por recris-

talizacién en etanol acuoso, 2 g del producto crudo anterior
son calentados con 10 ml de #cido clorhfdrico al 5% a 5020
durante una hora, y la mezcla es extraida con acebato de
etilo para eliminar benzaldehido. & continuacidén, la mezcla

10 ‘es hegha pasar a través de una columna de Amberlite IR.120
b4 la'columﬁa es elufda con amonfacn acuoso. El eluato es
concentrado bajo presién reducida y el residuo es ajustado
a pH 4 con fcido férmico. La mezcla es dejada reposar du=
«rante la noche con lo que se obtienen, en forma de crista-

15 les crudos, 0,8 g de fcido 4-(9-adenil)=D-eritro=2,3=dihi-
;droxi-butirico. Ios cristales son purificados tal como se
describe en el Ejemplo 4, para proporcionar 480 mg de cris
tales de la sal sbdica.hemihidrato que se descomponen a
244-2462C, Después de purificacibén adicional tal como se

20 ‘describe en el Ejemplo 1, se obbtlenen cristales de punto

de descomposicién 266-2682C.

) '(I) Una mezcla de 2,88 g de 4-~cloro-5-nitro-6-ami-
no-pirimidina, 149 g de &cido 4~amino-D-eritro=-2,3-dihidro

25 xivutirico, 3,6 g de bicarbonato de sodio, 80 ml de agua,
¥ 40 ml de tetrebidrofuranc, es agitada dursnte 11 horas a
‘1a temperatura ambiente. Después, se afiaden a la mezcla
100 ml de agua y la mezcla es extralida com cloroformo para

eliminar la 4-cloro-5-nitro-6-amino-pirimidina remanente.

1105070 - 19 -
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i La capa acuosa es ajustada a pH 3,5-4,0 con Acido clorhi-
% drico al 10%, y los cristales precipitados son recogidos;
© por filtracidn. Los cristales son secados para dar 2,58 g
% de Acido 4—[{6-amino-5-nitro-#-pirimidil)-aming7-D-eritro§
E -2,3-dihidroxi~butirico en forme de polvo ligeramente ama-

% rillento que descompone a 215-2189C Una cristalizacién

% postqgior en agua proporciona prismas ligeramente amarillen=
E tos qué se descomPonen a 220+22320C,

nujol : . "
I.R. 3420, 3250, 3130, 2300, 1680 -(sh)

méx -l
1600, 1520, 1235, 1146, 1080 cm

U.V. méx en estado neutro y alcalino:346 na
en estado écido 342, 296, 242 mM

E Poder rotatorio relativo:ﬁﬁ]aaa +672 (C = 1, -HC1lN
D

23 '
(8] 5 = +322 (¢ = 1, ~NaOHIN
Anflisis calculado para GSHIIOGNB :

C 35,17; H 4,06; N 25,64

! Encontrado: C 34,84; H 4,18; N 26,02

(IT-i) Una mezcla de 500 mg de 4¢id0 4=/(6-amino=-5-

- nitro-4-piridil)-aming/-D-eritro-2,3~-dihidroxi-butirico,
200 ml de agua y 200 mg de 10% de paladio sobre carbono |

%es agitada durante 45 minutos bajo presién de hidrégeno
(presién inicial 2,17 ke/en®). A continuacién, el catali-
andor es separado por filtracidén y el filtrado es concenw~.
%trado hasta sequedad bajo presién reducida sobre un bafio
%Maria, cuya temperatura es mantenida a 602-C o una tempe-
;ratura ligeramente menor de 602C. De este modo, se obtiene

 fcido 4-/T5,6~-diamino~4-pirimidil)-aming/-Deritro-2,3-

t

11.5.79 - 20 -
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-dihidroxi~butirico de modo cuentitativo, en forma de aséf"w.h;

Jas ligereamente parduzcas. Cuando los cristales son re-

- cristalizados en agua, se obtlenen cristales que se des-

componen 8 230-235C,

1.2+ 3300, 2320, 2000 - 1800, 1675,
1600, 1560, 1500, 1130, 1040, 940 cm™+
U.V. méx.  281,5 mu (pH 6,42), 280 mn (pE 12,25),
289 ma (pH 1,31)
Anflisis calculado para: 083131‘1504

Encoﬁtrado ¢+ C 39,50; H 5,39; N 28,80
¢ ¢ 39,17; H 5,563 N 28,53

Las sgujas ligeramente parduzcas anteriores son di=

" gueltas en una mezcla de 30 ml de dimetilformamida y 7 ml

% de disulfuro de carbono y la mezcla es calentada a 802C

' gurante 5 horas. A continuacién, la mezcla de reaccién es’

. concentrada bajo presién reducida y el resf{duo es pulveri-

zado en &ter, con lo que se obtienen 410 mg de &cido =

4 (8-mercapto=9-adenil )~Dreritro-2,3-dihidroxibutirico en

forma de polvo pardo, EL polvo es disuelto en 25 ml de

~agua y es decolorado. La solucibén es ajustada a pH 7,0 con

. hidréxido de sodio acuoso y se aifladen 2 ml de nfguel de

- rag, es enfriada, es filtrada y el filtradq es concentra~

do bajo presién reducida para dar 135 mg de cristales blan

- cos ligerasmente amarillentos. Los cristales son recrista-

é lizados en agua y los cristales resultantes son secados

é bajo presién reducida a aproximadamente 452C para dar pla

. cas incoloras de 4—(9~adenil)-D-eritro-2,3-dihidroxi-buti

' rato de sodio.hemihidrato, que se descompone a 255-2582C.-
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§Uha eristalizacién adicional en etanol acuoso al 70% pro~- R
f;_:o:cc:‘.one. la mezela purificada que se descompone a 266-2682C.
'Los espectros de I.R. y U.V. de los cristales son idénti-
gcos a los del producto del Ejemplo 1.

i (II-1i)s 273 mg de cido 4=/ (6-amino=5=-nitro-4=pi-
Tridil)-amin_7LD-eritro-2-3-dihidroxi-butirico son disuel-
tos en una mezela de 20 ml de &cido clorhifdrico al 1% y 20
,ml de metanol° Se afiaden a la solucibn 270 mg de 10% de pa
1adio de carbono y "la mezcla es agitada durante 2 horas
bajo presién de hidrégeno (presibén inicial 2,45 kg/cm ).

A conbtinuacién, el catalizador es separado por filtracién
;y el filtrado es concentrado bajo presibén reducida con ca-
:lentamiento a una temperatura que no pasa de 602C. Se afia~

nden 4 ml de f&cido férmico al 4cido 4-/T(5,6-diamino=i4=piri-

'midil)-amino/=D-eritro-2,3-dihidroxi-butirico resultante

%y la mezclsa es calentada a aproximademente 602C hagta que
Ese forma una solucidn. La solucién es concentrada bajo pre
;sién reducida y se afiaden al resfduo 4 ml de formemida. Ia
%mezcla es calentada a 1202C durante 1 hora y a 1602C du-
.rante 50 minutos, sucesivamente, Despué§ de enfriar, la

‘mezcla es vertida en 30 ml de agna y la mezela es filtra-

‘da. El filtrado es hecho pasar & través de una columna de

Amberlite IR-120 (forma H') y la columna es elufda con amo
gniaco acuoso al 5%, La solucién en smonfaco es concentra~
:da v el resfduo es recristalizado en agua, con lo que se ‘
obtienen 70 mg de sustancia sélida ligeramente amarillen-
.ta que se descompone a 270-2802C. La sustancia es crista--

:lizeda nuevamente en agua para proporcionar 31 mg de &ci-

do 4=(9-adenil)-D-eritro=2,3-dihidroxi-butirico purifica-

.do que se descompone a 261-2632C, que es idéntico a la len



tinacina natural.
15 mg del producto son disueltos en 1 ml de solucién
acuosa que contiene 7,5 mg de bicarbonato de sodio y la so
‘lucién es concentrada hasta sequedad bajo presién reduci-
5 ‘da. El residuo es recristalizado en etanol acuoso al 80%
:y los cristales resultantes son secados bajo presién redu-
:cida a aproximadamente 452C, con lo que se obtienen cusn-
‘titativemente placas finas incoloras de 4~(9-adenil)-D-eri
' tro=2,3=-dihidroxi-butirato de sodio-hemihidrato que se
10 ‘descpmponen a 241-2432C, Una cristalizacidén adicional en
rebanol al %0% proporciona una muestra purificada de punto
“de descoméosicién 266-2682C, que es idéntica al producto
del Ejemplo 1 por la comparacién de los espectros I.R. y

'U.V. y por cromatografia en capa delgada.

15  Ejemplo 7
|
j (1) 2,0 g de 6-amino-S-nitro-4-cloro~pirimidina son
. digueltos en 50 ml de acetona y la gsolucién es afiadida go;
éta 8 gota a 15 ml de una solucidn acuosa que contiene 1,6
g de &cido 4-amino-DI-eritro-2,3-dihidroxi-butirico, 0,66
20 g de hidréxido de potasio y 1,0 g de carbonato de pota-
-8lo. La mezcla es aglitada a 40-452C durante 3 horaes. Deg~-
“qﬁpués, se elimina acebtona desde la mezcla por evaporacidn
gy la mezcla ea filtrada. EL filtrado es acidificado con
:§cido férmico y los cristales resultantes son recogidos
25 pbr filtracién, con lo que ge obtienen 1,86 g de Acido
'  4=/(6-aming=5-nitro-4-pirimidil)-aming/-DI~eritro-2,3~di-

“hidroxi-butirico que se descomponen a 195-1972C.

11.5.70 - 25 -



: I.R, Zudol

mdol | 3400, 3280, 3100, 1650, 1610

1520, 1460, 1380, 1230 cm™~
346 ma en HO
342 ma en 4l

U.V. méx

5 - 346 ma en OH™

i (II) 1,8 g de &cido 4-/(6-emino-S-nitro-4-pirimi-
|@11)-giiino7~Dl-eritro-2,3~dihidroxi~butirico son disueltos
ien 20 ml de soluclén acuosa que contieme 0,37 g de hidrd-
;xido de potasio. Se afiade a la solucién 1 ml de ‘ﬁf&ﬁel

10 ZRaney, y la solucién es agitada bajo presidén de hidrégeno
‘(presidn inicial 4,2 kg/cma). A continuacidn, el cataliza-
idor de nfquel se elimina por f£iltracién y el filtrado es

|

;'d.o hasta sequedad bajo presidén reducida y la sustancia vis

neutralizado con &cido férmicow El filtrado es cohcentra-

15 %cosa remanente es disuelta en agua. La solucidén es hecha
%;pasar a través de una columa de Dowex 50 W (forma E') y
%la columna es elufda con amonfsco acuoso. El eluato es con
fcentrado hasta sequedad bajo presién reducida, con lo que
‘se,obtienen 700 mg de &cida 4-/T5,6-diamino—4-pirimidil)
20 ..-aﬁing-DL-eritro-e,B-dihidro:d.-butirico‘ en forma de un
ipolvo amorfo., Se afiaden al polvo 15 ml de formamida y la
;mezcla es éalen'bada a reflujo moderadamente en una atmbs-
:fer;a de nitrdgeno durante 30 minutos. A continuacién, se
elimna formamida desde la mezcla por evaporacidén bajo pre-
25 sién reducida ¥ se afiade &l residuo una cantidad suficien-
te de etanol para provocar cristalizacién. Los cristales
.son purificados pér cromatografia en capa delgada prepara~-
‘biva sobre gel de silice (disolvente eluyente:&cido acéti-
‘co:n~-butanol:agua = 1l:4:5) y sucesivamente por cromatogra-
30 f£ia con Dowex 50 W (forma H') con lo que se obtienen en for

t
P
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; para dar cristales purificados que se descomponen a |

ma de cristales, 200 mg de &cido 4-(9-adenil)-DL-eriixo
-2,%3~dihidroxi-butirico. Los cristales son purificados

adicionalmente por recristalizacibén en ebanol acuoso

| 252-2542C,
nujol
Tt oo 5 3250, 3180, 3100, 1680,

P 41.1%0 y 41,131, y el 30 de kiayo de 1969, bajo sl ni-

1610, 1510, 1460, 1415,
1380, 1200 cm—1 j
Lsta solicitud, que corresponde a las presenta-;

das en Japbn el 26 de ikiayo de 1969, bajo los nfmeros

mero 42.62%, se acoge a los beneficios del articulo

51 del vigente Estatuto sobre Yropiedad Industrial.

|
i
RETVINDICACIONES !
i

Los puntos de invencidn propia y nueva quec se
presentan para que sean objebo de esta solicitud de
*atente de Invencidn en Espafia, por VuIlLE aflos, son |
los sipuientes: - :

12,~ Un procedimiento para prepérér 4dcido 4~(9—§
adenil)~-2,3-dihidroxi~butirico y sus sales farmacéuti-
camente aceptables, que comprende hacer reaccilonar un

acetal o cetal de 2,3~dihidroxi-eritronolactona repre-

- 25 -
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gsentado por la férmula

R\\c//R
N
_d/ 0

.R /
donde C ‘es un radical residual de dicho acetal ¢
R/ \ ) T e,
cetal, con una sal de metal de adenina en su posicibn
9 para producir el corresvondiente acetal o cetal del
bcido 4-(9~adeni1)—2,B-dihidroxi-butirico representado

por la férmula

NHp

L§w N
CH, - ?H - ?H ~ COOH
§>C/p
R ‘\R'

tiene el mismo significado que se estable-

donde RQ/C\\
¢i6 anteriormente, e hidrolizar el mismo:

22,- Un procedimiento pars preparar &cido 4-(9-
adenil)-2,B-Gihidroxi—butirico ¥y sus sales farmacéutiqa
mente aceptables, que comprende hacer reacclonar 4-~halo
5-nitro-6-amino-piridina con &cido 4~amino-2,%-dihidrg
butirico para producir &cido 4-/(6-amino-5-nitro=i-pi
rimidil)-amina/-2,3~dihidroxi~butirico, reducir el com
puesto a &cido 4=/T5,6-diamino=4=pirimidil)=-aming/-2,3~
dihidroxi-butirico y someter dicho &cido a la reaccidn

- 26 -
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con derivados de tiocarbonato para dar &cido 4—(8ﬁmert

capto-9-adenil)-2,3-dihidroxi-butirico seguido por una

v
i

reaccidén de desulfuracidén convencional, y si se requi

re, convertir el producto ulteriormente en sus sales.

39,~ Un procedimiento para preparar Acido
4e(9Q~adenil)~2,5-dihidroxi-butirico y sus sales far-
macéuticamente aceptables, que comprende hacer reac-
cionar 4-halo-5-nitro-6-amino-pirimidina‘con dcido

4eamino-2,3-dihidroxi-butirico para producir &cido

4 /{6mamino-5-nitro-4-pirimidil ) ~amino/-2,3-dihidroxi

butirico, reducir el compuesto a &cido 4-/T5,6~-01anino-
Lepirimidil)-amino/-2,3~dihidroxi-butirico, y someter
dicho Acido a la reaccibén con &cido férmico o sus deri~
vados, y si se requiere convertir el producto ulterior-
mente en sus sales.

42,~ Un procedimiento para preparar acido
4-(9-adenil)-2,3-dihidroxi~-butirico.

Tal y como se ha descrito en la liemoria que
antecede y con los fines que se han especificado

Esta biemoria consta de veintisiete hojas -

26 JUL. 197

P.A.

escritas a mdquina por una sola cara.

™

. Madrid,

Aller e ZlzhiDyty
Po
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