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Al presente los Unicos dos agentes antibidticos
nucleos{dicos conocidos teniendo anillos heterocfclicos de
5 miembros sonishowdomicina y pirazomicina que, segin se in

forma, tienen respectivamente las estructuras 1 y 2:

(&)

HO (1) %H HO (2) OH

Entre los agentes antivirales nucleosidicos sinté-
ticos conocidos al presente, los mis importante son: 5-yodo-
2'~deoxiuridina (5-IDU), 9-ff-D-arabinofuranosilo adenina (Ax
A) y 1=f-D-Arebinofuranosilo citosina (Are-C) de estos agen-
tes gdlo 5-IDU (en solucidn de ;1% de peso) estad comercial-
mente disponible, especificamente como agente antiviral, y
este compuesto adolece del inconveniente de bgja solubilidad
y alta toxicidad, de lo que por ello resulta la indeseable-
mente gran dilucibn, en que se empleaghora.

Alonso y otros en J. Heterociclic Chem. 7, 1269~

72 (1.970) informan sobre la preparacién de 1-(f~D-ribofurs
nosil) =4=-carbozamido=-1,2-3~-triazol, pero no hacen ninguna

mencidn de actividad biddgica. Witkowski y Robins en "The

Chemical Synthesis of the 1,2,4-triazole Nucleosides related

to Uridinsg, 2'-Deoxyuridine, Thymidine and Cytidine", J.

Org. Chem. 35, 2635-41 (1.970) sugieren varios andlogos de

1,2,4-triazol nucledsidos como candidatos para comprobacidn

a—
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bioldgica, pero no se anota ninguna eficacis particular y la
propia comprobacidn vosterior ha dehostrado que, de los and—

logos aqui informedos, solemente 5-bromo-3-nitro~1-(2,3,5-

tri-O-acetil-f-D-ribofuranocsil) -1,2,4-triazol exhibe afin 1i-

gera avtivided antiviral e incluso esta actividad se crée que

es atribuible meramente a la citotoxicidad del compuesto.
De gcuerdo eon este invento, se preparan compues—

tos de la foérmuls

R1 N
5
™1
G
en que "G" es una mitad de pento-furanosilo, preferentemente
caracterizado poxr irans de 2toxigeno al aglicon de triazol,
giendo R1 ciano~, carboxasmido-, tiocarboxamido-, ~metilcarbo
xilato, carboxamidoxima, ~carboxamidina, o una sal de adicidh
de 4cido, fisioldgicamente aceptable del Gltimo grupo. El

invento también comprende los anilogos O-acilados de los com

puestos precedentes y los 5f-fosfatos y 3', 5'-fosfatos cf -

1=}

clicos de los mismos, as{ como las sales de amonio y de meta
de alcali de los fosfatos. Las ejecuciones preferidas inclu

yen compuestos de la estructurs

R1‘“’fN§>

N
HO R,

R OH
3
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.resultante, de acuerdo con el procedimiento de Cipens y Grin

en gus R1 es como se define anteriormente y una de las R, 0

2

Ry es hidrdgeno, siendo la otra hidroxilo, asi como 5'-fos=

fatos y fosfatos 3',5%ciclicos de los mismos. Los compues-
tos de acuerdo con este invento muegtran actividad antiviral
Yy, en ejecuciones no aciladas o "desblogueadas" muestran sug
tancialmente mayor solubilidad acuosa que los agentes antivi
rales nucleosidicos anteriormente informados. El nucledsido
preferido del invento de 1—(CLQ-ribofuranosil)~1,2,4-triazol
~3-carboxamida, ha presentado un amplio espectro de activi-
dad antiviral, asi como actividad contra tumores.

Metil 1,2,4-triazol~3carboxilatos y 3-ciano-1,2,4-
triazol son precursores y caminos sintéticos alterngtivos =
logs 1,2,4~triazol nucledsidos del invento. E1 anterior com-
puesto puede ser preparado convenclonalmente por oxidacidn

de 3-metil-1,2,4~triazol seguido de esterificacidn del &cido

steins' Letvijas PSR Zinatnu Akad. Vestis., Kim, Ser. (1,965

(2) 204-08 (vémse C.A. 63, 13.243, 1.965). 3-ciano-1,2,4-

triazol se prepara por una sintesis de grados miltiples in-
formada por Cipens y otros, segin lo arriba indicado, o més
convenientemente por la reaccidn de adicidn de ciandgeno e

hidracina para formar hidracida de &cido 1-cianoformimidico,
seguido de cierre de anillo, catalizado con fcido en trietil
ortoformato pars oblener el compuesto 3~ciano. Por un cami-
no, se forma el derivado de trimetilsililo del metil 1,2,4-
triazol-3=-carboxilato, en rendimiento cuentitativo por reacH
cidn con hexametildisilizano con reflujo y se hizo reaccio-

nar con un apropiado halo azicar GX O-acilado para formar

~—r
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por ejemplo, una mezcla de metil éster O-benzoilato de aci-
do 1-(ﬁ-ribofuranosil) 142,4=triazol-3~carboxilico y metil

. £ .
éster de dcido 5-carboxilico,, es decir:

0 CH, o-
CH_,)O_,C{éN. > + f >—C-—OCH

)

4 B,OCH
Si(CH 270

B, 0CHp -0
33

en que Bz ep benzoilo. El metil éster de 4eido 3-carboxilil -

co se separa por cristalizacidn fracionada o, preferentemen
te, por cromatografia de columna sobre gel de silicio. Ia
debenzoilacidn y aminolisis da 1la 1-(ﬁ-Q-ribofuranosil)-1,

2,4~triazol-3~carboxamida.

E1 procedimiento preferido de sintesis es por la
fusidn catalizada con &cido de un triazol apropiadamente
sustituido con azlcar bloqueado de O-acilo (en este caso
1ﬁ9—acetil-2,3,S—tri—g—benzoil—ﬁ—gkribofunarosa) seguido

por desbloqueo y aminolisis, es decir:

—~
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/

z
Q\ly/,gg> _F?ZOCHZ 0 OAc \X(/ i>>
i

CH3O

= ™~y
B0 0By, Bzocig//o.
/O
Q‘\;§> B, OB,

.
HOCHp _~ 0
Ac siendo CH3CO y
0 H Bz siendo C6H5GO

Alternativemente puede obtenerse fusibén con 3-cieno-1,2,4-—
triazol con posterior conversibén del 3-ciano-1-(2,3,5-tri-0
acetil-f-D-ribofuranosil) 1,2,4—triazol al 3-carboxemido nu:
cleosido activo por reaccidn con perdxido de hidrdgeno en

presencia de amoniaco acuoso, teniendo rendimientos menores
que cuando la fusidn ocurre con metil 1,2,4-triazol-3-car -

boxilato.

El 3-oiano—1—(2,3,5—tri-g-acetil—ﬁfy—ribofuranosil)

-1,2,4-triazol, bien sea obtenido por la sililacidén o por
el procedimisnto de fusidén, es un intermediario Gtil parae
la formacidn de los nucleosidos activos de 1-(ﬁﬁ2—ribofur§
nosil) =1,2,4=triazol-3-tiocarboxamida del invento como por
reaccidn del mismo con sulfuro de hidrégeno en presencia de
trietilemine seguido de deacilacién, donde el nucleosido es
empleado como el intermedierio.

Similarmente las 1,2,4-triazol-3-carboxamidinas

nucleosidicas pueden hacerse de 3-ciano-1,2,4-triazol nu -




10

15

20

25

30

403142

cleosida, bien Sea con 0 sin formacién de intermedisrios del

andlogo de 3-carboxamidoxima, es decir
NQ\Y/'N‘

é :>
hr

M

. 7"

724
HONHG HNG, W
\E \> REDUCCION 2 \[r \>

~ (H, [Pd) N\i..

donde G es une mitad de glicosilo, como se define arriba.
La carboxamidins se obtiene en forma libre de la gintesis
que comprende el intermediario de carboxamidoxima. Por el
contrario, la preparacidén preferida directamente del compues
t0 de 3-cizno en presencvia de cloruro de amonio, produce la
carboxamidine en la forma de su sal clorhidrica, y otras sa-
les de adicibn de &cido fisioldgicamente aceptables (por
ejemplo, sgles de adicibén de 4cido bromhidrico, yodhidrico,
citrico, acédtico, sulflrico, fosférico) pueden obtenerse de
ello por intercambio de iones o alternativamente por neutra+
lizacibén de la sal de cloruro de hidrdgeno con bicarbonato
de sodio seguido de reaccidén de la resultante carboxamidina
libre con un 4cido apropiado.

Los nucleogidos 3-carboxamido, 3—tiocarboxamido y
3=-carboxamidina del invento pueden convertirse en la corres—
pondiente aal de 5'=fosfato o amonio o de metal de &lcali
del fosfato y pueden administrarse como teles. Similarmentd

los H5'~-fogfatos de los 3-metil carboxilatos, 3~ciano y 3~
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carboxamidoxime intermediarios compuestos del invento pueden
formarée antes de las operaciones en la posicidn 3 del agli-
con de triazol, que conduce a la formacidn de los nucleotido
activos. Los expertos en la materia conocen el modo y manera

de fosforilarizar los nucleosidos. En una ejecucidn preferi-

de del invento, el 5'~fosfato de 1-( D-ribofuranosil)-l,2, 4

triazol-3-carboxamida se formg por reaccidn de metil éster a
gcido 1-(/-D-ribofuranosil)=l,2,4-triazol-3-carboxilico con
POCl3 en trimetil fosfato, seguido de hidrdlisis en agua de
hielo para producir el 5'-fosfato libre. La formacién de la
sal de amonio y aminolisis del metil éster ocurren simultd-
neamente con el tratamiento con amoniaco acuoso. Sales de me
tal de dlcali o el 5'-~fosfato libre del nucleotido de 1-%’
-eribofuranosil)—l,2,4Ttriazol—3—carboxamida entonces puede
obtenerse de la sal amdénica del fosfato por intercambio de
iones.

Para transporte celular mejorado, los 3', 5'-ecicli
cos fosfatos de los compuestos activos carboxamido, tiocarbo
xgmido y carboxamidina del invento pueden asegursrse por ci-
clizacidén de diciclohexilcarbodiimida (DCC) de correspondien
tes 5'~fosfatos., Alternativamente, 5'=-fosfato del ciano-meti
carboxilato y de intermediarios de carboxamidoxima pueden ci
clizarse antes de las operaciones en le posicidn 3 del agli-
con, que conduce g dichos nucleotidos ciclicos activos. En
cualquier caso pueden emplearse los fosfato ciclicos en form
libre o en la forma de sales de amonio o de metal de dlcali,
como en el caso de los 5'-fosfatos.

Avngue el invento ha sido desc#ito con particular
ferencia a acetilo o bhenzoilo blogueando los 2', 3' y 5' hi-

droxilos de la mitdd de glicosilo, se entenderd que puede

Vs

re-—
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. como acetilo o, en el procedimiento de £ililadibn, como halg

emplearse cualquier grupo acilo para preservar aguellos hi-
droxilos contra reacciones laterales, tales como deshidrata-
cidén durante la sintesis de los agentes activos del inventod
Sutherland y otros en Biochim. et Biophys Acta 148, 106
(1.967) nan informado que la ascilacidn de nucleotidos cfcli~
cos mejora el transporte celmlar, Similarmente, hidroxilos
de glicosilo, de otro modo libres de los nucleotidos y nu-
cleogidos del invento, pueden ser acilados para solubilidad
me jorada de 1lipido o, por ejemplo, provistos de grupos de
algquilo o alecarilo sulfonilo, tales como por ejemplo, tosilg
mesilo, brosilo, nisilo, etc. al mismo fin,

Mientras que el "grupo restante” -1' de los reac-

tivos de azticar, arriba discutidos, ha estado caracterizado

se entenderd que puede emplearse cualguier mitad desplazable
sometida a amenabilidad por eeparacidn de productos secunda-
rioge.

Mientras que, a titulo de ejemplo, arriba se ha
heche referencia a mitades de ﬁLy-ribofuranosilo ¥y xilofurg
nosilo, se apreciara que el invento incluye el empleo de
otras mitades de glicosilo, también, es decir, 2i-deoxi—ﬁL
D-ribofuranosilo, 2tdeoxi~({-D-ribofuranosilo y ﬁlg-arabing
furanosilo. En el caso de los azdcares precursores de 2'
—~deoxi triszol nucleosidos empleados, puede incluirse 2-deox
-1,3,5-tri-O-acetil-D-ribofuranosa 6 1-0-acetil-2-deoxi-3,5-
di-0-(para -toluoil) -D-ribofuranosa, procediendo esta Wlti-
ma del tratamiento de cloruro de 2-deoxi-3,5-di-O-(para to.

luoil) =D-ribofuranosilo con acetato mercirico con tetrahidn

furano,.

o
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_ triazol
Los nucleosidos de arabinosilo/son preperados por

el procedimiento de sililecidén empleando cloruro de 2,3,5~
tri-O-benzil-D-arabino~-furanosilo.

Estando dada le actividad bildgica de los ribofu-
ranosil triazoles del invento pareceria que deberia seguir
la actividad en los correspondientemente sustituidos arabi-
nofuranosil triazoles, especialmente en vista de la conocids
actividad antiviral de "Ara-A" y "Ara~C" discutidas arriba.

Similarmente se sugiere la activided binldgica de Llos correg

pondientes 2'—deoxi—ﬂ-g-ribofuranosil triazoles por la cono-
cida actividad antiviral de 5-yodo-2'-deoxi uridina, estand¢
dada une vez la eficacia de los ribofuranosil triazoles,del
invento, especialmente contra los virus esencialmente DNA,

seme jantes a los tipos de Herpes 1 y 2. Sin embargo, cuando
estos compuestos fueron probados contra virus del ejemplo 16,
infra, esencialmente no fué viste ninguns actividad antivi-
ral, aparentemeﬁte debido a la incapacidad de las encimas

presentes en el cultivo del tejido para foeforilazaer nucleo+
gsidos : libres, cuyas mitades de glicosilo carecen de Atomos
transg 2'-oxigeno. Por lo tanto, estos nucleosidos deberidn
fosforilizarse sintéticamente s la forma activa de 5'-fosfa
to supuesta, antes de la administraeidn. Alternativamente,
el 5'—fosféto puede ser ciclizado antes de la administraciodn,
en divisidn en vivo produciendo el metabolito sctivo de 5'—
fosfato. Bl procedimiento de fosforilacidn es esencislmenieé
semejante al descrito arribsg para la preparacidn de los ri-

botidos,

Bl invento se ilustrard y describird ulteriormente
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en los siguientes ejemplos, en que todas las partes y tantos
por ciento son de peso y todas lag temperaturas se dan en
grados centigrado a no ser que se indique de otro modo.
Todos los procedimientos evaporativos fueron realizados en
wn evaporador rotativo a presidén disminuida a 35% C.
EJEMPLO 1.
Metil éster de &cido 1-(2,3,5-tri-g-benzoileﬁ—y—ribofuranosi
-1,2,4-triazol-3~carbox{lico y metil éster de geido 1-(2,3,
5—tri-0-benzoil-A-D-ribofuranosil)-1,2, 4-triazol-5-carbox{li
(Procedimiento de sililacidn).

(4). Preparacién de metil N-(trimetilsilil) -1,2,
45triazol-3-carboxilato.

Una suspensibn de metil 1,2,4~triazol-3-carboxila

to (14,0 g, 110 mmol) y hexametildisilizano (100 ml) se hici

. . . . !
ron refluir con agitacidn hasta que cesd la evolucion de amo

niaco (aproximademente 2 horas) el exceso de hexametil-disi
lazano se separd a presibn disminuida para procuraer 20,6 g.
(100%) del derivedo de N-trimetilsilil de metil 1,2,4-triag _

zal =3~carboxilatoe.

(B). Ribosilacibn con azfcar halo.

Una solucidn conteniendo metil Ne(trimetilsilil)
-1,2,4-trigzol ~3,-carboxilato (20,6 g., 110 mmol) y bromuro
de 2,3,5-tri~O-benzoil-D-ribofuranosilo (52,5 g., 100 mmol)
en acetonitrilo anhfdro (30 ml.) se mantuvo a 25¢ durante 3
d{as. Bl disolvente fué separado y el residué fué recrista-
1izado desde etanol. Le recrigtalizacidn del material desde
etil acetato-etanol y crcmatografia de columna de los filtra

dos sobre gel de silice con cloroformo procuraron metil éste

[L£2]
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de &cido 1-(2,3,5—tri—Q-benzoil—ﬂ-y—ribofuranosi1)—1,2,4—
triazol-3-carboxilico puro (25,1 g. 44,0%) con punto de fu—
sibén 137 - 1399.
Calculado para 030H25N3O: C, 63,04: H, 4,41; K, 7,35
Hallado: ¢, 62,91: H, 4,17; N, 7,10

L1 componente de migracidn mis rdpida de la colum~
ne de gel de silicio fué cristalizado desde etanol pars pro-
curar metil éster de dcido 1-(2,3,5-tri-O-benzoil-3-D-riboru-
ranosil)-1,2,4~triazol-5-carboxilico (13,2 g., 23,1%) con
punto de fusidn 122 - 1249,

Andlisis. Hallado: C, 63,20; H, 4,35; N, '7,12.

BJEMELO 2

Letil éster de &cido 1-(2,3,5-tri-O-benzoil-f-D-
ribofuranosil)-1,2,4-triazol-3~carboxilico. (Procedimiento
de fusidn).

Una mezcla de metil 1,2,4-triazol-3-carboxilato _ |
(12,7 g, 100 mmol) y 1-Q—acetil—2,3,S—tri—g-benzoil—ﬁLQ- rilg
furanosa (55,4 g., 110 mmol) se calentd en un bafio de aceite
mantenido a 160 - 1652, Después de haberse fundido el aztcar
se afiadid agitando (E—nitrofenil) fosfato (4 mg.) y la mezcld
fué calentada bajo presidn disminuida a 160 — 1659 durante 15
~ 20 minutos. Ia cristalizacidn del residuo desde etil ace-
tato-etanol procurd 42,5 g. (74,5%) del producto gon punto
de fusidn de 137 - 1392.

odBIPLO 3

letil éster de dcido 1—(2,3,S—tri-g-acetil—ﬁLQ-ribofuranosil)

~1,2,4=triazol-3~carboxilico.
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Una mezcla de metil 1,2,4-ftriazol-3-carboxilato
(12,7g., 0,10 .mol) y 1,2,3,5-tetra-O-acetil-f-D-ribofuranoc
sa (31,8 g., 0,10 mol) se calentd en un bafio de aceite man-
tenido a 160 - 1652 hasta que se fundid el azlcar. Se afia-
did bis (p-nitrofenil) fosfato (25C mg.) y se continué el
calentamiento a 160 - 1652 con agitacidn a presibn disminui-
da durante 15 - 20 minutos. El residuo fué disuelto en ben-
ceno caliente, la solucidn fué filtrads y se aftadid ciclohe-
xano al filtrado para dar el producto cristalino (30,0 g.,

77,8%) con punto de fusidn de 107 - 1092,

Andlisis.
Calculado para 015H19H309: C, 46,753 H, 4,97 N, 10,91
Hallado: C, 46,88; H, 5,03; N, 10,64

BJEEPLO 4
lietil éster de 4cido 1—(ﬁhyuribofuranosil)—1,2,4—triazol—3—
carboxilico.

Una solucidn de metil éster de dcido 1-(2,3,5-tri- -
9-benzoil—ﬁ—@—ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3—carboxilico
(25,0 g. 43,8 muol) y metdxido de sodio (400 mg.) en metanol
(200 nl,) se hizo refluir durante 45 minutos. Ia solucidn
fué neutralizada con Bio-Rad AG50-X2(H) se filtrd y el fild
trado fué concentrado en un jarsbe. ILa cristalizacidn del
Jarabe desde metanol-etil acetato procurd 8,0 g. (70,5%) de
producto con punto de fusibn de 117 - 119 grados.

Caleulado para OgHq3N30g: C, 41,70; H, 5,06; E, 16,21
Hallado: C, 41,57; L, 5,13; W, 16,16
EJERPT.O 5
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(4). 1—(ﬂ-§-ribofuranosil)-1,2,4-triazol—3—carboxamida.
1étodo 1.

Una solucidén de metil éster de dcido 1-(2,3,5-
tri-O-benzoll-p-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol-3-carboxili-
co (16,0 g., 28,0 mmol) en metanol (300 ml., presgturado con
amonigco anhidro a 02) se mantuvo en un mgtraz de presién
cerrado a 259 durante 3 dias, El disolvente fué separado y
el producto fue cristalizado desde etanol para dar 6,7 g.
(98%) de material con punto de fusidn de 174 - 176%. Ila
recristalizacibn del producto desde etanol scuoso procurd

une segunda forma cristaling del nucleosido con punto de

fusidn de 166 - 1682,

Andlisis:

Calculado para Cgl, N,05: ©C, 39,34; H, 4,95; N, 22,94
Hallado: ¢, 39,08; H, 5,103 O, 22,67
(B). 1—(ﬁ-§—ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3-carboxémida.
Kétodo 2.

Una solucidén de metil éster de dcido 1~(2,3,5-tril

Q-acetil—ﬁ-ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3-carboxilico (10,0
g., 26,0mmol) en metanol (70 nl.) saturado a 0¢ con amonia-
co-anhidro, se mantuvo en un matraz de presidn cerrado, a
259 durante 18 horas. £l producto fué cristalizado desde
etanol para dar 1-(ﬁ—2—ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3—carbg
xamida (5,70 g., 90,0%).
(¢). 1-(&-_1}-ribofuranosil)-1,2,4-triazol—3—carboxamidav
Método 3.

Una mezcla de 3-ciano-1-(2,3,5-tri-O-acetil-f/=D-

ribofuranosil)-1,2,4-triazol~ (705 mg., 2,0 mmol), 28% de
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amoniaco acuoso (20, ml.) y 30% de perdxido de hidrdgeno
(3,0 ml.), se agitd a 259 durante 6 horas. Una porcidn adi-
cional de 3,0 ml. de 30% de perdxido de hidrégeno después
se afiadid y continud la agitacién a 252 durante 12 horas.
El exceso de perdxido de hidrdgeno fué destruido por adicidy
de negro de platino, la solucidn fué filtrada y el filtrado
fud eveporado a sequedad. EL residuo fud disuelto en meta-

nol y se afiadid a la solucibn gel de silice (5,0 g). EL di-

solvente fué separado y la mezcla de gel de silice fué aplid

cada a una columna de gel de sflice. Ia elucidn con etil

acetato~metanol (1 : 1) procurd 1-(ﬁL2bribofuranosil)-1,2,4»7

triazol-3-carboamida (250 mg., 51,2%.)

BJEMPLO 6
Sal amdnica de fosfato ciclico de 1-&ﬁ—2—ribofuranosil)1,2,
4—triazol-3-carb6xamida 3t, 5'. '

A sal ambnica de 5' de fosfato de 1-(ﬁLQ-ribofurg
nogil)-1,2,4=triazol=3=carboxamida (5,7 gy 15,9 mmol) en
piridina, se afiadié 4~morfolina~N,N'-diciclohexilcarboxami~
dina (4,65 g., 15,9 mmol) y la solucidn resultante fué eva-
porada al vacio durante varias veces con piridine para for-
mar un jarebe anhidro. Bl jarabe fué disuelto en un litro
de piridina y se afiadid a gotas (2 través de un periodo de
1 hora), por un condensador de reflujo, dentro de una solu-

cibn anhidra de reflujo de diciclohexilcarbodiimida (16,4 g.

79,6 mmol) en 3 litros de piridina. ILa solucibn fué reflui-

da durante otras 2 horas yrse afladieron lentamente 200 ml,
de agua. Despuds de aproximademente 12 horas, la solucidn

fué evaporada al vaclio y se afiadieron al residuo 200 ml. de

L
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aménica de fosfato 3', 5'-clclico de 1—(ﬂ—2—ribofuranosil)—

"lo y la solucidén fué neutrelizada con carbonato de sodio hi

agua y 50 ml. de éter. La suspensidn fué agitada vigorosa-
mente y despuds filtrada. ILa capa acuosa fué separada y ex+
traida con 2 x 100 ml. de éter. La capa acuosa fué pasada a
través de Dowex 50 (forma NHZ, 100 - 200 mallas) y el eluen
te fué evaporado pars objener un jarsbe, Aproximadamente
100 ml. de etanol se afladieron al jarabe y la mezcla resul-
tante se dejd reposar a temperatura ambiente durante cerca
de 12 horas. El precipitado crudo fud filtrado y el filtrad
do se dejd reposar a temperatura ambiente durante 2 semanas.
El precipitado resultante (1,2 g.) ss disolvid en 5 ml. de
agua caliente y despuds se afindieron 10 ml. de etanol. Ios
cristales resultantes fueron filtrados y secados durante 12

horas a 782 C, sobre P205, al vacio para dar 1,5 g. de sal

2 [o}

1,2,4—triazol-3-carboxamida:C%D - 672 (C = 1, HZO); IR
(KBr) 1688 cm-1 (=C-); punto de fusidn 245d.
Andlisis
Caleulado pare Ogh, N 0,P.NH,; C, 29,73; H, 4,365 0, 21,66
Hallado: C, 29,865 H, 4,67; N, 21,47
EJEMPLO 7

Sal amdnica de 5'-fosfato de 1-(/£Q-ribofuranosil)—1,2,4-
triazol-3-carboxamida.

Una solucidn de metil &ster de &cido 1—(/12-ribo—
furanosil)-1,2,4-triazol-3-carboxilico (259 mg., 1,00 mmol)
trimetil fosfato (3,0 ml.) y cloruro de fosforilo (0,20 ml)

se agitaron a 02 durante 1,5 horas. Se afiadid agua de his-

drbgeno acuoso .. Ia solucidn fué extraida con cloroformo y
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‘boxamide con punto de fusidn de 173 - 175%.

la fass acuosg fué enfriada a 02 y saturada con amoniaco.
Ta solucién fué mantenida a 252 durante 16 horas, después se
filtrd y el filtrado fué concentrado a un pequefio volumen,
La adicidn de etanol did un precipitado, que fué disuelto en
agua y pasado a través de una columng de Bio-Rad AGS0X-X2

(NH4) (20 ml.). La concentracidn de las fracciones conte-
niendo el nucleotido procuraron la sal amdnica de 5'-fosfatg
de 1-(ﬂ—2—ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3-carboxamida (190

mZe o 53:%)-

Andlisis:
Calculado para 08H16N508P°H20; C, 26,74; H, 5,05; N’ 19!50
Hallado: ¢, 26,78; H, 5,235 N, 19,68,

BEJEMPLO 8
1=(p-D-ribofuranosil)-1,2,4~triazol-3-tiocarboxamida.

Una mézcla de 3-ciano-1-(2,3,5—tri;g-acetil-ﬁLQ—
ribofuranocsil)-1,2,4~triazol (8,0 g., 22,% mmol) trietilami-
na (14,0 ml.).y etanol (200 ml.) se agitd a 252 mientras se
hizo pasar gas de sulfuro de hidrégeno dentro de la solucidn
durante 2 horas. Bl disolvente fué separado y el residuo
fué tratado con una solucibn de metdxido de sodio (600 mg.)
en metanol (150 ml) durante 3 horas a 252. Después de neu-
tralizarse la solucién con Bio-Rad AG 50W-X2(H), se £iltrd
y el disolvente fué separado. Ia cristalizacibn del produc+

to desde etanol acuoso procurd 4,5 g. (76,1%) de la tiocar-

Andlisis: Calculado. CH N O8:
alisi alculado .para PSP 40

¢, 36,92; H, 4,65; N, 21,535 S, 12,32
Hallado: C, 37,12; H, 4,90; N, 21,265 3, 12,02,
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EJEMPLO
3-ciano-1-(2,3, 5-1;ri-g-acet5.1-/5’ -D-ribofuranosil)-1,2,4-
triazol.

Una mezcla de 3-ciano-l,2,4=-triszol (9,41 g., 0,10
mol) y 1,2,3,5—tetra—9—acetil7ﬁ3—Q—ribofuranosa (31,8 g.,
0,10 mol) se calentd en un bafic de aceite mantenido a 1502,
Se afladié agitando bis (p-nitrofenil) fosfato (100 mg.) y se
calentd a 1502 a presién disminuida, que se continud durante
15 minutos. E1 residuo se disolvié en cloroformo, la soluciédr
fue filtrada y el disolvente fue separado. Ia cristalizacién
del residuo desde éter procurd 28,2 g. (80%) del producto cor
punto de fusidn de 96-9%9.

Andlisis:

Calculado para 014H16N407: ¢, 47,733 H, 4,58; N, 15,90
Hallado ¢, 47,79; H, 4,63; N, 15,95
Ejemplo 10
Hidrocloruro de 1-9é>—Q—ribofuranosil)-l,2,4—triazol—3-carbom

xemiding.

Uns mezcla de 3-ciano-1-(2,3,5—tri-g-acet117ﬁ?-g-
rivofuranosil)-l,2,4~triazol~(7,04 g., 20,0 mmol) cloruro de
amonio (1,07 g., 20,0 mmol) y emoniaco anhidro (150 ml) se ca-
lentd en una bomba a 852 durante 18 horas. Después de sepa-
rar el amonisco en exceso, 6l residuo fue oristalizado desde
acetonitrilo-etanol para procurar 5,30 g. (95%) del producto
con punto de fusidén 1772 - 1792 dec.

Andlisis:
Calculado para 08H14CIN504: _

¢, 34,35; H, 5,05; Cl, 12,68; N, 25,04
Hallado: €, 34,39; H, 5,06; C1, 12,73; N, 24,99
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EJEMPLO 11
1-(/9-g-ribofuranosil)-1,2,4-triazol-3-carboxamidoxina.

Una solucién de 3~ciano-1-(2,3,5-tri-O-acetil-/ -~
D-ribofurgnosil)-1,2,4-triazel (3,0 g., 8,52 mmol) y exceso
de hidroxilaming en etanol (100 ml) se hizo refluir con agi-
tacidn durante 2 horas. E1l disolvente fue separado y el pro=-
ducto fue cristalizado desde etanol acuoso para procurar 2,4
g. (90,7%4) de la carboxemidoxina con punto de fusidn de 212-
2142 dec.

Andlisis:
Calculado para 08H13N595:
¢, 37,07; H, 5,06; N, 27,02
Hallado: ¢, 36,89; H, 4,92; N, 27,23
EJEMPLO 12
1-,(/5 -D-xilofuranosilo)-1,2, 4-triazol-3-carboxamida

Una mezcla de tetra-O-acetil-D-xilofuranoss (12,7
g., 40,0 mmol) metil 1,2,4-triazol-3-carboxilato (5,08 g.,
40,0 mmol) y bis-(p-nitrofenil) fosfato (50 mg) se calentd
a presifn reducide durante 20 minutos en un bafio de aceite
mentenido a 160-1652, E1l residud fue enfriado y disuelto en
cloroformo. E1 producto crudo fue purificadoe por cromatogra-
f{a sobre gel de silice con cloroformo-acetona (20 : 1). Una
poreién (20,0 g.) del metil éster de deido 1~(2,3,5-tri-0-
acetil-/? -D-xilofuranosilo)al, 2, 4~triazol-3-carboxilico pu-
rificado, fue tratado durente 16 horas a 25¢ con metanol sa-
turado con amoniaco. E1l disolvente fue separado y el residud
fue cristalizado desde etanol acuoso para procurar 0,70 g

del producto con punto de fusidn de 1949-196,59.
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Andligis: Calculado para CgH g, 0s:
¢, 39,345 H, 4,955 N, 22,94;
Hallado: ¢, 39,18; H, 4,82; W, 22,97,
EJEMPLO 13
1-(2,3,5_tri-g-aoeti17ﬁ-2—ribofuranosil)—1,2,4-triazol—3—
carboamida. \

Una solucidn de 1-(ﬁ-2—ribofuranosil)-1,2,4-tria-

conteniendo anhfdrido acético (1,0 ml) fué mantenida a 0-52°

durante 22 horas. Se a#adid etanol (1,0 ml) y la solucibn

vente fué separado y se afiadid agua al residuo. ITa mezcla
fué extraida con cloruro de metileno (tres porciones de 20
ml) y la capa orginica fud extraida con carbonato de hidrd-

geno de sodio acuoso y agua. La fase orginica fud - secada
que fué aplicado a gel de silice en columna. ILa elucidn

mo un slido amorfo (560 mg., 75,6%).
Andlisis. Calculado para C44H1g%40g3
C, 45,405 H, 4,903 N, 15,13
Hallado: C, 45,36; H, 4,665 N, 14,90.
1-(2,3,5-tri—9—acetil76-2~ribofuranosil)—1,2,4—

triazol=-3=carboxamida, cuando se administra oralmente dos

kg./dia a ratones infectados con influenza A2 (Jap. 305)

aumentd significativamente el ntmero de superviwvientes, asi

en relacidn con los controles.

zol-3-carboxamida (488 mg., 2,00 mmol) en piridina (10,0 ml)

fué agitada a temperatura ambiente durante 2 horas. El disol

sobre sulfgto de magnesio, filtrads y evaporada g un Jarabe,

con cloroformo~metanol (19 : 1) procurd el producto puro co-

veces al dia durante nueve dias con dosis de 125 y 250 mg./

como el tiempo medio de supervivencia de los animales tratad

0s
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EJEMPLO 14
1-8/?-Qharabinofuranosilo)—l,2,4-triazol~3—carboxamida.

Una solucién conteniendo metil N—(trimetrilsilil)-
1,2,4-trizol-3-carboxilato (4,12 g, 22,0 mmol) y 2,3,5=tri-
0-bencil-D-argbinofurenosil cloruro (8,78 g, 20,0 mmol) en
clorurc de metileno anhidro (100 ml) se mentuvo a 25¢ duran-
te 48 horas., Ia solucidn fue evaporada & sequedad, el residu¢
fue disuelto en cloruro de metileno y la solucién fue lavada
con carbonato de hidrogeno de sodio acuoso y agua. La solu-
cidn de cloruro de metileno fue desecada sobre sulfato de mag-
nesio, filtrada y concentrada & un Jarabe, que fue aplicado
a una columna de gel de silicio, empaguetado en benceno. la
elucién de la columne con benceno-éter (7:3) produjo 1,9 g
del producto de jarabe, que fue tratado con metanol (50 m1)
saturado & 0¢ con amoniaco anhidro en un matraz de presién a
252 durente 48 horas. EL disolvente fue separado y?%roducto
fue cristalizado desde cloruro de metileno-ciclohexano para
procurar 1,3 g. (12,6%) de l-(2,3,S-tri-g-bencil7ﬁ?-Q—arabi—
nofuranosil)-l,2,4~-triazol~3~carboxamida con punto de fusidn
de 100 - 102¢%,

Endlisigs Caloulado para 029H3GN405:
¢, 67,69; H, 5,88; N, 10,89
Hellado: C, 67,82; H, 5,70; N, 10,94

Una suspensién de negro de paladio y metanol (20
ml) se preperd por reduccién de cloruro de paladio (300 ng)
con hidrogeno y s esto se afiadié una solueidn de 1-(2,3,5-
tri—Qrbencilj/g-D—arabinofuranosil)-1,2,4-tria?ol-3-carboxa-
mida (600 mg) en metanol (25 ml). La mezcla fue sacudida en

un aparato de hidrogenacién a 25 libras por pulgada cuadre-
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da durante 2 horas a 202, El catalizador fué separado por
filtracidn y se hizo pasar la solucibn a través de una co-
lumna de Amberlite IR45 (OH) (15 ml). Bl disolvente fué

geparado y el residuo fué cristalizado desde etanol para dar

250 mg (88,5%) del producto con el punto de fusidn de 189 -

1918, 7
Angligis. - Calculado para 08H12N4O5:
C, 39,34; H, 4,95; N, 22,94
Hallado: ¢, 39,25; H, 4,86; N, 23,09

EJEMPLO 15
(4) 1-9-acetil—2-deoxi-3,S-di-Q—B-toluoil—Q-ribofuranosa.

Une mezcla de 2-deoxi-3,5-di-0-p-toluoil-D-ribofu-
ranosil cloruro (15,6 g. 40,0 mmol), acetato merchrico (12,
g. 40,0 mmol)ytetrahidrofurano (220 m1) se agitd a7259_qurag
te diez horas. El disglvente fué separado y se aftadid clorg|
formo al residuo. Ia mezcla fué extraide con yoduro potési-
co acuoso al 30% (cuatre porciones de 60 ml) y agua. La fas
organica fué desecada sobre sulfaeto de magnesio, filtrada y
concentrada en un jarabe (16,0 g. 97,0%).

La cristalizacibén de una pofcién del producto des-
de ciclohexano~benceno, produjo . materisl puro con punto
de fusidn de 88 - 918,

Andlisis. Calculado para o3 Ot C, 66,98; H, 5,87
Hallado: C, 67,233 H, 5,97.
(B) Metiléster de 4cido 1=(2-deoxi=3,5-di=0-p=t0lu0il-Cl-D-
ribofuranosil)-1,2,4~triazol~3-carboxilico y metilester de
deido 1-(2-deoxi-3,5-di-0-p~toluoil-P-Deribofuranosil)=-1,2

4-triazol-3-carboxilico.

D
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, te 10 - 15 minutos en un balio de aceite mantenido a 1502,

Una mezcla de 1-O-gcetil-2-deoxil=3,5-d1i~0-p-toluoil

-D-ribefuranosa (4,54 g., 11,0 mmol), metil 1,2,4-triazol-34
carboxilato (1,27g,10,0 mmol) y bis (p-nitrofenil) fosfato

(10 mg.) se calentd con agitacidn & presidn disminuida duran-

Bl residuo fué disuelto en cloruro de mebtileno y la soluci
fué filtrada, despuéds lavada con carbonato de hidrbégeno sb-
dico acuoso y agua. Ia fase orginica fué desecada sobre

sulfato de megnesio, filtrada y evaporada a un jarabe.

Cromatografia de columna de esta mezcla anomérice S0

bre gel de silicio con cloroformo produjo el andmero~-olque
Fub cristalizado desde ciclohexano-clorurc de metileno para
dar 780 mg. de producto puro ¢on:punfo de fusién de 94 - 956
Andlisis. Calculado para 025H25N3O%: \ ' .
¢, 62,62; H, 5,26; N, 8,76:
Hallado: ¢, 62,44; H, 5,165 N, 8,64,
Pracciones subsiguientes de la columna de gel de
sflice contenian una mezcla d; los andmeros O y'xa. Estas
frgcciones fueron combinadas y la mezcla fué ademds purifi-

cada por cromatografia de columna sobre gel de gflice con

cloroformo paya producir el anbmero [3 como un jarabe.

(¢) 1-(2—deoxi75—9bribofuranosil)~1,2,4—triazol—3rcarboxamida.

Una solucidn de metil 8ster de &4cido 1-(2-deoxi-
3£5§di—9f£-toludﬁ17§—2~ribofuranosil)-1,2,4—triazol—3-carbo~
x{lico (650 mg., 1,35 mmol) en metanol (20, ml) saturado a
02 con amonisco anhidro se mantuvo a 252 durante 3 dias en
un matraz de presidn cerrado, Bl disolvente fué separado y

el residuo fué aplicado a una columna de gel de silice. TIe
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elucidn con etil acetato-metanol (9 : 1) produjo 1=(2-deoxi-
A -D-rivofuranosil)-1,2,4-triezol-3-carboxanida (250 mg., _
80,8%) como un sdlido amorfo.
Andlisis Calculado para CgHyoll, 0,5
¢, 42,10; H, 5,30; N, 24,55
hallado: C, 41,865 H, 5,12; N, 24,49
D). 1-(2-deoxi-ol-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol-3-carboxa-

mida.

Una solucidn de metil éster de acido 1-(2-deoxi—33‘

5~-di-0-p-t0luoil-Cl ~D-ribofuranosil)~1,2,4-triagol-3-carbo-
xilico (780 ng., 1,63 mmol) en metanol (25 ml.) saturado a
0¢ con amonigco anhidro, se mantuvo en un matraz de presidn
cerrado, a 252 durante 3 dias. El disolvente fué sevarado
y el ﬁroducto crudo fué aplicado a una columna de gel de sil
cio. Ia elucidn con etil acetato-metanol (9 : 1) produjo
1-(2-de 0x1-OL -D-ribofuranosil)~1,2, 4-triazol-3-carboxamida,
(350 mg., 94,4%) como un sélide amorfo.
Andlisis. Calculado para 08H12N4O4: C,42,10; H,5,30 ﬁ,24,55

Hallado C,41,88; H,5,48; K,24,29

Por el mismo procedimiento empleado para convertin
los andmeros separados de metil éster a sus respectives car-
boxamidas puede hacerse reaccionar la mezcla anomérica de
los metil ésteres,formados en la parte (B) arriba citada,
con amoniaco para producir una mezcla de los andmeros O yfa
de la carboxamida.

EJELPLO 16
Los agentes antivirales del invento se comprobaron

respecto a la actividad, tanto contra virus pequefios, como

IS

*
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grandes de ambos tipos DNA y RNA por el método de recuento
de virus (VR) de Sidwell y otros, Appl. Microbiol. 22, 797
(1971). V.R. > 1.0 es indicativo deactividad antiviral de-
finida, V.E., de 0,5 - 0,9 es indicativae de moderada activi-
dad antiviral ¥ V.R.<<r 0,5 sugiere ligera o no aparente ac-
‘ tividad antiviral., Los resultados abajo citados, que por
razdn de comparscién inecluyen datos, tomados de varios agen-
tes antivirales conocidos, fueron obtenidos probando sobre
paneles plésticos Wicrotest II (Falcén Plastics) con una mo-
nocapa de celdas KB & EK13.

De los virus empleados en la prueba, el tipo -1 de
herpes esté implicado en los labios (herpes labial por frio)
hetpes keratitis y herpes encephalitis. EL tipo 2 de herpes
causa herpes genitalis, una forma comin y comunicable de en-
fermedad venéreé. Mixoms causa la muerte de los conejos do-
mésticos y del campo, precedida de enfermedad respiratoria
y de hinchazdn grave. Pseudorabiss cause pardlisis bulbar
infecciosa, también conocida como enfermeded de picor de loo
cura en el ganado vacuno, ovino, cerdos, perros y visones.
Bl virus de parainfluenza causa una leve enfermedad respira-
toris en los seres humanos, especialmente en nifios pequeflos
y estd implicado en la conjuntivitis del ganado vacuno,
Vaccinia es una forma avirulenta del virus de varicela enm-
pleado pars vacunacidn contra varicela y su uso da por resul
tado ocasiona}mente efectos secundarios indeseados. E1l tipo
13 de Rhino es uno de los muchos virus comprendido en el reg

friado comn.
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Bl compuesto 1 arriba citado ha sgido probado en
cone jos y hamsters y con dosis no t6xices muestra una signi-
ficativa actividad anti-HSV queratitis. El ;ompuesto signif
cativamente inhibe el desarrollo de las lesiones inducidas
por HSV en las colas de los ratbnes cuando se administra 1o-
calmente sobre la infeccidn. También se ha probado en rato-
nes contra influenza A2, influenza B y parainfluenza 1, col
aetividad antiviral altamente significeda . observada en es-
t08 experimentos. Este coﬁpuesto, segin debe observarse en
la Tabla 1 de arriba, expone un espectro de actividad antivi
ral sustancialmente mis amplio que el exhibido por IDU, _ _
Arg-A & Ara-C. Ademds de la actividad antiviral arriba do-
cumentada, se ha encontrado que 1-(ﬁLQ—ribofuranosil)-1,2,
4-trigzol=3=-carboxamida inhibe el crecimiento de las bacte-
riags de Pseudomonas aeruginoses y de los hongos.Candida al-
bicans y Cryptococcus diffluents,

Todos los compuestos (1-6) arribe citados mostra-
ron baja citotoxicidad y fueron solubles en medios acuosos.

1—(ﬁ-2-ribofuranosil)-1,2,4~triazol~3-carboxamida
tambidn posde intexesente ectividad antitumorsl. Ires gru-
pos de ratones C 57 Blk/6 (6 animales por grupo) recibieron
implantaciones subcutdneas de adenocarcinoma~755. Dos gru-
pos recibieron el compuesto (100 mg/kg x 7 dias y 200 mg/kg
x y dfas) intreperitoneslmente, mientras que el tercer gru-
po de control recibid solamente solucidn salina. Al 162 dig
los animales tratados mostraron 18% y 63% de inhibicidn del

tumor, respectivamente en comparacidn con los controles.
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En un experimento similar, ratones DBA/2, inoculados con
leucenmia I-1210 (1 x 105 células por animal) mostraron un
incremento de 31% en tiempo medio de supervivencia sobre
los controles cuando fueron tratados con el compuesto (250 :
mg/kg. x 7 dfas). Cuendo se dié a una dosificacidn de 250
ng/ke x 14 dia, el compuesto produjo 80% de supervivientbes
de retones suizos llevando implantaciones intraperitoneales
de Ehrlich ascites carcinoma. Tambidn se observd actividad
marginal en vivo contra Novikoff hepatoma.

Tembién se he descubierto, segin el invento, que
1,2,4~triazol-3~carboxanida misma muestra significativa ac-
tividad antiviral. Cuando se probd por el procedimiento
precedente, se obtuvieron los siguientes datos VR: Tipo 1
de herpes -- 0,6, 1,0; Vaccinia -- 0,8; y Parainfluenza
0.6, 0.6. Los resultados Vﬁ; cuando este compuesto fué pro
bado contre Adeno y Rhino Tipo 13 de virus, fueron respecti-

vamente 0,0 y 0,3.
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Ia presente patente de invencidn, comprende las

siguientes reivindicaciones:

1.~ Procedimiento pare le preparacidn de 1, 2, 4=
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triazol nucleogidos, caracterizado por fundir un 1,2,4~
triazol-3~ sustituido con azlcar bloqueado de O-acilo en
presencia de un catalizador dcido pare formar el nucleosido
bloqueado de triazol y subsiguientemente desbloguear tal
nucleosido bloqueado de triazol y formar el nucleosido sus-

tituido por 3-carboxamida, tiocarboxamida o carboxamidina.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca-
racterizado porque el nucleosido blogueado de triazol es

desbloqueado y. amidatado en presencia de amoniaco metandli-

co, para formar el nucleosido sustituido con 3J-carboxamida.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque el 1,2,4-trigzol-3-sustituido es 3~ciano
1,2,4=triazol y el nucleosido de triazol bloqueado es tratg
do con sulfuro de hidrdgeno en presencia de una amina y es
desbloqueado para formar el nucleosido sustituido con 3-

tiocarboxamidsa,

4.- Procedimiento segfn la reivindicacién 1, ce—
caracterizado porque el 1,2,4-triazol-3-sustituido es 3-
ciano 1,2,4=triazol y el nucleosido bloqueado es tratado
con una amina y desblogueado para formar el nucleosido sus |

tituido de 3-carboxamidina.

5.~ Procedimiento segin las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por comprender el tratamiento del
derivado de trimetilsililo de 1,2,4-triazol-3-carboxilato

con haluro de glicosilo para procurar el triazol nucleo-
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sido-3-carboxilato bloqueado y después de ello desbloquear
tal nucleosido blogqueado y formar el nucleosido sustituido

con 3-carboxamida, tiocarboxamida o carboxamiding.

6.~ "Procedimiento para la preparacidn de 1,2,4-

triazol nucleogidos.

Segiin se describe y reivindica en la presente me
moris descriptiva, la cual congta de veintinueve hojas fol

das v escritas a mdquina por una sola de sus garas.

Madrid, &
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