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Extracto de la descripcidn

Se describen los derivados del 4cido adenosino-3f,5'-
monofosférico y el derivado de 2'-O-butirilo del 4cido igo-adeno
gino-3!,5'-monofosférico, y sus métodos de produccidn. Los com-
puestos flenen utilidad en relacién con la aceidn hormonal. Tam
bidn se describen compuestos relacionados.

La presente invencién se relaciona con nucledtidos y
mas particularmente con derivados del 4eido ciclo-adenosino-3!,
5t-fosférico y uno de sus isdmeros.

El 4cido ciclo~adenosino-3t,5'-fosférico tiene la
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empledndose la cualificacidn "ciclo" para indicar que los &to-
mog del grupo fosférico forman un ahillo con el grupo ribdsico,

Este compuesto se forma en las célulag de organismos
animales sometiendo el deido adenosino-5!'-trifogférice a la ac-
cidén de la enzima adenil~ciclaga.

Se supone que un gran ndmerc de hormonas utilizan el
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Acido adenogino=3',5'-fosférico (denominado Yeiclo-AMP") como
mensajero quimico para una auto-activacidn y especialmente como
segundo mensajero de acuerdo con la terminologia de Sutherland
y otros. Ia actividad bioldgica del ciclo—AlMP puede observarse
convenientemente mediante varios ensayos in vitro, especigl-
mente el de la dilatacidn de melanéforos en la piel del lagar—
to Anolig Carolinensis; el de la dispersidén de los melanéforos
en la piel de una rana (Rana Pipiens); y el del incremento en
la cantidad de hormona tirotrdpica excretada por la hipdfisis
de la rata. El ciclo-AMP incrementa la prodiaccién de corticoes-
teroides (Haynes, Koritz, Peron, J. Biol. Chem. 234, 1421
(1959)). Los derivados dibutirilos del ciclo-AMP ejercen el
migmo efecto que el ACTH, al que pueden sustituir, y en todo
el animal pueden gumentar el nivel pimsmdtico de los corticoes—
teroides (Imura y colgboradores, Endocrifiology, 76,933, 1965).

Un compuesto dotado de propiedades similares es el
isémero en el que el nfcleo de ribosa, en lugar de estar fija-
do par su 4tomo de carbono 1 en la posiecién 9 del anillo de pu-
rina, se fija mediante dicho 4tomo al 4dtomo de nitrdgeno eBAla
pogicidn 3, desplazéndOSe en consecuencia los enléces dobles en
el nicleo de purina., Es conveniente designar este compuesto por
tigo-ciclo-AlPY,
n El objeto de la presente inveneidn es proporcionar
nuevos derivados del ciclo-AWMP y del iso~ciclo-AMP que mues-
tren similares actividades bioldéicas, pero mis intensamente
y/o més selectivamente,

Ios nuevos compuestos son:

4. Derivados del 4cido adenosino-3!,5'-monofosféri-

co, de férmulas
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en la que uno de los sfmbolos X e Y representa un 4fomo de hi-.
drégeno o grupo alquilo y el otro representa un grupo alquilo,
giendo cada uno de los simbolos R1 Y Ry hidrégeno o bien X e
Y son cada uno de ellos hidrdgeno, R1 es hidrégeno o bromo o
un grupo sulfhidrilo, hidroxilo, tiometilo o amino y R2 es hi-
drégeno o un grupo amino.

B. El compuesto &cido 2-0-butiril-iso-adenosino-3t,5!=
monofosférico,

" Go Las sales formadas por salificacidén del grupo hi-

droxilo enlazado al Ztomo de fésforo.

La invencidn se relacions especialmente con dichos de-

rivados que, en la posicidn 6, llevan un radical ~NHCH 3, -N(CH3)2
~NH-no 0,y 6 ~NH-t.C/Hqy asi como aquéllos en los que R,=HY

Ry = Br, SH, SCH,, OH é NH, ¥ aquél en el que R, = M, y R, = X,

1
siendo X e Y igual a H.

Los nuevos derivados del ciclo-AMP alquilados en posi-—
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cidn 6 pueden producirse a partir del 4cido adenosino=5!-mono-
fosférico monoalquilado o dialquilado en el nitrdgeno de la po-
sicidén 6 mediante reaccidn con p-nitrofenol en presenciaz de di-
ciclohexil=carbo-di-imida (C6H11-N=C=N;CGH11) ¥y tratando los
éateres obtenidos, preferiblemente en forma de sus sales Lrime-
tilaménicas, con tercio-butdxido potdsico.

Los derivados monoalquilos ¥ dialquilos del #ecido
adenosino-sF—monofdsfdrico, que son nuevog y forman parte de
esta invencidn, pueden obtenerse reaccionando uns 6-halo, par—
ticularmente 6-cloro, 9-(ribo-beta~furanogil-2',3'-igopropili-
denc)=-purina, con la adecuada mono- & di-alquilamina y sometien
do el derivado adenogino obtenido g una fssforilacidn, preferi-
blemente mediante la accidn de oxicloruro de fésforo en fosfato
meti{lico.

La invencidn comprende ademds un nuevo procedimiento
para la produccidn de nucledtidos cfelicos a partir de 5'-nu-
cledtidos, que se relaciona con el de Smith, Drummond y Khorana,
J+ Amer. Chem. Soc, 83 698 (1961); este procedimiento consiste
en calentar hasta su ebullicidn, bajo reflujo, una sal de un
51-nucledtido con diciclohexil-carbo-di-imida (DCHC) 6 di-(ciclo
hexilimino)-metano, en presencia de piridina anhidra,

Una caracterfstica de la invencidn es la de afiadirse
formamida dimet{lica, que tiene un doble efecto: por una parte,
los 5'~nucledtidos se disuelven mis fécilmente en la mezmcla, ¥
por otra parte la formamida dimetflica parece favorecer la reac—
cidn. La formamids dimetilica se aflade en cantidad suficiente
para digolver el 5'-nucledtido por completo, Por ejemplo, pue-
de usarse wa mezcla de voldmenes iguales de piridina y forma—

mida dimetflica.
El procedimiento es mis sencillo que el método de eci~
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clizacidén de los ésteres p-ritrofendlicos primeramente mencio-
nado. Proporciona menores producciones en el caso en que el AMP

lleve un grupo amino en posicidn 2, debido a la formacidén de un

subproducto inestable en medio dcido o alealine y que parece ser

“un 4eido adenOsino-Nz, 5t-fogfdrico que contiene un enlace fos—

famfdico, que explica la inestabilidad. Tras su tratamiento con
gosa cdugtica, este compuesto regenera el nucledtido inicial,
que puede aislarse y reciclarse, lo que incrementa la produc=
cién total,

Eg por consiguiente pogible preparar directamente, a
partir del 4cido guanosino-5'-fosférico (GMP), el GMP ciclico,
respecto al cual recientes trabajos han mostrado su presencia
en la naturaleza y su accién bioldgica, cualitativamente andlo-
ga a la del ciclo-aMP; en algunos ensayos biollgicos, este ciclo
GMP ejerce una accidn incluso cuantitativamente superior a la
del ciclo~-ANP, -

El derdivado 2'-Q-butirilo del ciclo-iso-AWP puede pre—
pararse, de acuerdo con la invencidn, mediante acilacidén direc—
ta del decido, preferiblemente en forma de su sal trietil-sménicas
La reaccidn puede llevarse a cabo, en parbticular, con un exceso
de anhidrido buti{rico en presencia de piridina, a temperatura
ambiente, ‘

Los nuevos derivados del ciclo-AMP pueden usarse en
la industria con la misma finalidad que el ciclo-AMP, especial=—
mente para investigaciones bioquimicas.y farmacéuticas.

Ios siguientes ejemplos no limitativos, en los que las
temperaturas se indican en grados Qentigradps, ilustran la pre-
paracidn de los nuevos derivados,

Ejemplos 1~4

a) Acidos N6~alquil~adenosin0-5!-fosfdricos (N6~n~

butil-ANP) .
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Bl material inicial es 9=~(ribo-beta-furanosil-2!,3!-
isopropilideﬁo)-6-cloro-purina; este material se prepara por el
método de Hampton y Maguire, J. Amer, Chem., Soc. 83, 1961, pé-
gina 150, y de la patente checoglovaca n? 110,944, de Zemlicka
y Sorm, 1964, Se calienta durante 15 horas a 802C una golucidn
de 50 mg de este pr6ducto en 1 ml de h~butilamina anhidra. Se
evapora el producto hasta su secamiento al éacio, ge recoge en
cloroformo, vueiVe a eVaporérsé'hasta su secamiento en vacio y
ge repite esta operacidén varias veces. iuego se geca el residuo
durente 1 hora con un elevado vacio y se disuelve en 1 ml de me-
tanol absoluto; se introduce 0,5 g de gel de silice "Merck"
(0,05 a 0,20 mm) y se evapora hasta su secamiento. ELl sélido se
introduce por la parte superior de una columng de gel de silice
de 155 mm de longitud y 8 mm de didmetro. Se efectda una elucidn
ugando una mezcla de cloroformo y metanol (90:10 en volumen),
recOgiégdose fracciones de 1 ml, La 9~(ribo-beta~-furanogil-2',3'-
isopropilideno)=6-n-~butil=-gmino~purina se halla contenida en las
fracciones 7 a 13. Despuds de una evaporacién hasta el secamien-
to, gse obtienen 37 mg de sustancia amorfa y cromatogrificamente
homogénea (Rf 0,75 en una capa delgada de sflice en n-butanol sa-
turada con agua).

El anterior producto, 467 mg, secado con un elevado
vacio durante 2 horas a temperatufa ordinaria, se disuelve en
353 ml de fosfato metilico. La temperatura se mantiene a 02, se
introduce 0,47 ml de oxicloruro de fésforo y se deja reposar la
mezcla durante 5 a 6 horas, Se destruye el exceso de reactivo
mediante la adicién de 20 g de hielo triturado. Después de medis
hora de agitacidén, se ajusta el pH a 1,5 por medio de amoniaco
concentrado. Iuego se calienta la mezecla durante 50-60 minutos
a 80-90¢, lo gque permite la separacibn, mediante hidrolisis, del

grupo isopropilidenc. Se lleva el pH a 7,0 por medio de amonfaco
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concentrado, se agita durante 10 minutos en presencia dé !O g
de negro animal activo (obtenido de acuerdo con Hurst y Beclking,
Gan. J. Biochem. Physiol. 41, 1963, pigina 469) y se trata me-
diante lavado con 4cido. El negro animal recuperado por filtra-
cién y lavado por medio de 100 ml de agua se $rata con 400 ml
de una mezclé. de amonfgco concentradd, agua y metanol (15:35:50
en volumen), lo que permite la elucidén del nucledtido absorbi-
do, Se evapora el producto hasta su secamiento, se recoge en
agua ¥y se acidifica a un pH de 2,0 por medioc de deido 0,5 U
sulfirico, Iuego se concentra a 2 ml aproximadamente. Después
de la adicién de alcohol y ulteriormente de acetona y tras repo-

sar a 02, se obtienen 310 mg de N6

-n-butil-ANP cristalino. E1
producto analfticamente puro funde a 155-1582 y se muestra ho-
mogéneo cromatogrificamente,

b) Se han preparado andlogemente otros derivaedos de
AMP N6~alquilad0. La slguiente tabla muestra algunas de las ca—
racteristicas de los diversos productos.

Tabla 1

Deriveaedos Ns—alquilos de ANP

Andx Emix Rp en varios digolventes®
(m ) A B ¢

woncoetilo
dimetilo
n=h11tilo

+=butilo

30,

184-185¢ 268 16900 0.21  0.30 0.33
225-2302 274 18400  0.30  0.37 0.61
155-1582 266 14000 0,50 - 0.75

- 270 15200 0,51 0.66 0.75

¥ Disolventes: 4. alcohol: acetato aménico 0,5M
(5:2 en volumen)
B. isopropanol:amonfaco concentrado:
agua (6:3:1 en volumen)
Co disopropanol:sulfato aménico 1%

(2:1 en volumén)



5

10,

15

20 5-

25,

Bjemplog 5-8

a) Acido N°,NO-dimetil-adenosino-3',5'~fosférico (No-
dimetil~ciclo-AMP) y sus sales.

Se disuelve deido N6~dimetil~aaenosino-5'ufasférico
(Ns-dimetil—AMP) (150 mg) en una mezcla de 2,5 ml de formamida
dimetflice y 2,5 ml de piridina anhidre. Se sitade 0,112 ml e
tri-n-butilamina, 556 mg de p-nitrofencl y 825 mg de diciclohe-
xil-carbo-di~imida (DCHC). E1 nucledtido entra completamente en
solucidn después de 5 a 10 minutos de sgitacibén. Se deja reposar
durante 24 horas a temperétura ordinaria. Mediante cromatografia
sobre papel (sistema A de la Tabla 1) se obtienen, en cantidades
aproximadamente iguales, el &gter p-nitrofenilo del derivado AMP
¥ del corregpondiente pirofosfato simétrico, Se evapora la mezcla
hasta su secamiento al vacfo y se recoge el residuo en 10 ml de
agua. Después de su filtracidn, se extrécta cinco veces, cada una
de ellas con 10 ml de éter, para recuperar el p-nitrofenol y el
exéesQ de DCHC. Se viefte la solucidn acuose en una columna
(40 cm de longitud'y 2,8 om de diémetro) de DEAB-celulosa en for-
ma de su bicarbonato. Después de lavar la columnd con 500 ml de
agua degtilada dog veces, se efectda una elucidn a diferentes
niveles de concentracidn mediante la adicidn del agua de bicar-
vonato trietilaménico (0,1 M) (pH 745). Se emplea un total de 3
litrog de la mezcla.

Se recuperan fracciones de 20 ml, El éster p-nitrofend-
lico de N6-dimetiléAMP (produceidn del 45%) se encuentra en las
fraccioneg 56~78;/\méx. = 274 m; Cméx. = 22000, Mediante evapo-
racidén hasta el secamiento, se obtiene la sal trigtilamdnica,
que se seca durante varias horas a muy baja presién y a tempera-
tura ordinaria.

Se disuelve la sal trimetilamdnica (107 mg) en 4 ml

de sulféxido dimetilico anhidro. Se afiade 1 mg de una solucidn
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1 de terc.~butdxido potdsico en alcohol butf{lico terciario an-
hidro, que causa la formaciién de nucledtido eciclico con libera=—
cidn de p-nitrofenato., Al cabo de 3 horas a temperatura ordina-
ria, se agitan 2 g de Dowex 50 (forma NH4+) y se filtra el piro—
ducto tras la adicidn de 10 ml de agua. Iuego se lava la resina
con amoniaco 0,2 N hasta completarse la elucidn del nucledtido
clclico. Se evapora la solﬁcién amoniacal bajo vacfo y se frac—
ciona el producto como se indica anteriormente sobre una colum=-
na de celulogs DEAE., Las fracciones Nog. 58 a 82 contienen el
nucledtido cfclico. Estas fracciones son combinadas y evaporadas
hasta su secamiento. Se recoge el producto en metanol y se eva=-
pors de nuevo hasta su secamiento. Iuego se disuelve en 0,5 ml
de metanol snhidro, se afiaden 2 ml de una solucidn 0,5 I de per—
clorato sédico en acetons anhidra y se completa luego la preci-
pltacidn de la ssl sédica del nucledtido mediante adicidn de 5
ml de acetona anhidra. Se obtienen 39 mg del producto mediante
centrifugacidn, que ge lavan en gcetona.

A partir de una solucidn acuosa concentrada de la sal .
sédica, puede precipitarse el nucledtido cfelico en forma de sus
sales con meftales pesados, por ejemplo como lg sal de plata,
mediante adicidn de nitrato de plata en un ligero exceso..Mediag
te descompoéicién de esta sal en suspensidn acuosa por medio de
sulfuro de hidrégeno, se obtiene el dcido libre, Mediante neutra-
lizacidn con bases minerales u orgénicas, pueden obtenerse las
correspondientes sales del nucledtido clelico.

b) De manera similar se han preparado log derivados

Ns—monometiIOS, N6ﬁn-butilos ¥y N6

~terc, butilos del ciclo-AMP.
Ia Tabla IT indica algunas de las caracter{sticas de

eglos diversos derivados.



TABLA II

Derivados Ns-gpstituidOS del ciclo=AMP

Sustitutivos Rf en variog digolventes
6 ! ’

N L mbx £ méx A B c
Monometilo 270 17000 0.58 0.49 0.75
Dimetilo 274 20000 0.88 0.78 0,76
n-butilo 269 18200 0,75 0.83 0,82
t-butilo 272 18200 0.70 0,80 0.83

15,
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los sistemas disolvenles usados son los migmos que en la
Tabla I,
Ias mediciones de A méx. y @méx. se efectdan a un pH de 7,0.

EBjemplo 9

Aeido 2'-0O-butiril-iso-~adenosino-3',5t'~fogférico
(2! ~0=butiril~ciclo=igo—AMP),

Ia conocida preparacidén del 4cido igo-adenosino=3!,5t-
fogférico (ciclo-iso-AMP) incluye una fraccidn en la columna
de DEAE-celulosa, que proporcions el nucleétido‘ciclico en for-
mg de su sal trietilamdnica., Bsta sal, culdadosamente secada
(25 mg), se disuelve en 0,75 ml de piridina anhidra. Se afiade
0,375 g de anhidrido butfrico y se deja reposar la mezcla du-
rante 6 horas a temperatura ordinaris. La mayor parte de la pi—
ridina se gepara mediante evaporacién al vacfo; lunego se des-
compone el exceso de anhidrido butirico mediante adicidn de
0,35 ml de agua a 02. Iuego se evapora hasta el secamiento con
un elevado vacfo., E1l residuo se mantiene durante otras 12 horas
a un elevado vacfo a temperatura ordinaria. Se recoge en 10 ml
de agua y se vierte sobre una columna de DEAB~celulosa de 15,5
em de longitud y 0,8 cm de didmetro. Se lava primeramente con

300 ml de agua §y se efectia su elucidn a diferentes niveles de



5e

10,

15.

20,

25,

0.

-e-b {4727 .
concentracién mediante la gradual adicién al agua de bicarbo-
nato 0,1M trietil-aménico., Se recuperan fracciones de 20 ml,

El derivado monobutirilado se halla contenido en las fracciones
Nos. 56 a 78, que son combinadas y liofilizadas. Se recoge el
residuo en 0,2 ml de metanol anhidro; se afiade 1 ml de una solu-—
cién 0,5 M de perclorato sédico en acetona anhidra y. se completa
la precipitacidn de la sal sédica de 2'—0~butizil—ciclicbaiso-
AMP mediante adicidn de 5 ml de acetona anhidra, se recupera
dicha sal por centrifugacién y se lava con acetona adhidra. Se
obtienen 13 mg; Mméx. = 278 m; Eméx = 12800; Re 0,80 en el sis-
tema etanol/acetato aménico 0,5 M (5:2 en volumen) sobre papel
Whatman ne 1. E1l méximo c;bservado en el egpectro UV es prictica-
mente idéntico a1l del espectro del ciclo~iso=AMP inicial, qﬁe‘
no incluye en N6 el residuo butirilo., Bste dltimo puede estar
entonces sélo en la pogicidn 2'. Se obtiene el mismo producto

gi la duracidén de la reaccidén del iso-AMP con el anhidrido buti-
rico en presencia de piridina se prolongs a 8 dias, lo que.,.mues;-

tra la baja reactividad del grupo amino N6.

Ejemplo 10

Acido ci cLo=N°-n-butil-adeno gino-3',5!'~fosférico (I\T6-
n-butile-ciclo=ANP).

Se transforman 175 mg de 4cido 116-n-but:i._l—adenosino-
§1-fosférico (No-n-butil-AllP), preparado de acuerdo con el Ejem-
plo 3, en la sal trietileménica, que es cuidadosamente secada.
Se disuelve en 10 ml de dimetilformamida anhidra. Se introduce
la solucidn, gota a gota y durente 2 horas, en 10 ml de ung mez-
cla de vollmenes iguales, al punto de ebullicibn, de formamida
dimetf{lica y piridina anhidra, conteniendo tal mezcla 180 mg de
DCHC. Se calienta durante 1 hora bajo reflujo y se agita conti-

nuamente a todo lo largo de la operacidn,
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Despuégfle evaporarge hasta su secamiento bajo vaclo,
ge recoge en 50 ml de agua. Se filtra para separar la urea di-
ciclohex{lica precipitada y se extracta la solucidn dos veces
con 20 ml de &ter para eliminar el DCHC. Iucgo se vierte la so-
lucidn acuosa sobre una columna (de 40 cm de altura y 2,8 cm de
didmetro) de DEAE~celulosa en su forma bicarbonatada. Después de
lavar la columng con 500 ml de agua dos veces destilada, se efec-
tda la elucidn a diferentes niveles de concentracidn mediante la
gradual adicién al agua de bicarbonato 0,1M triebtilaménico. Se
empiea un total de 2 litros de mezela. Se recuperan fracciones
de 20 ml,

EL nucledtido cfclico se halla contenido en los tubos
nimeros 60 a 81. Se evapora su contenido hasta su secamiento bag-
jo vacio, se afiaden dos lotes de mebanol anhidro al residuo y se
geparan bajo vaclo. Se absorbe el residuc en 1,5 ml de mebanol
absoluto. Se precipita la sal sédica del nucledtido ciclico me-
diante la adicidn de 20 ml de una solucidén 0,125 M de perclorato
sédico en acetona anhidras. Se recupers el sdlido (100 mg) por
centrifugacidn y lavado repetido con acetona anhidra.

La sal corresponde a lg férmula empiricg 014H19N506PNa
y el correspondiente Acido (preparado como se describe mis ade-
lante) posee todas las caracterfsticas indicadas anteriormente
a propésito del N6~n-butil-ciclo-AMP.

Ejemplo 11
Acido guanosino~3',5'-fosférico {ciclo-GMP),

Se disuelven 150 g de GMP en forma del dcido libre en
25 ml de formamida dimetf{lica. En el espacio de 2 horas se intro-
duce la solucidn, gota a gota, en una mezcla hirviente de 50 ml
de piridina, 50 ml de formemide dimetilica anhidra y 170 mg Qe
DCHC.. Se calienta durante 2 horas bajo reflujo. Se agits conti-

nuamente a t0do lo largo de ls operacidn.
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Después de evaporar hasta el secamiento bajo va.’c:{o,
se gbsorbe en 25 ml de agua, se filtra y se extracta 3 veces..
con 15 ml de éter. Se evapora la solucidn acuosa hagta su seca-
miento bajo vacio.

Aparte del ciclo-GMP, el residuo contiene una sustan-
cia que es de hecho 4cido guanosinb—Nz,S'-fosférico. Para hidro-
lizar el enlace fosfamidico, se absorbe en 10 ml de sosa cius=—
tica 0,2N y se calienta a 602 durante 45 minutos.

Despuds de su neutralizacidn con 4cido acético, se
vierte sobre una columna (de 40 om de altura y 2,8 cm de didme-
tro) de DEAE-celulosa. Se lava la columna con 300 ml de agua y
se efectua una elucidén a diferentes niveles de concentracidn
por medio de agua a la que se aflade gradualmente carbonato
trietil-aménico 0,1 M. Se emplea un total de 3 litros de la
mezcla. Se recuperan fracciones de 20 ml,

Las fracciones Nos. 40-64, que contienen el cic'lo-GMP,
se evaporan hasta su secamiento bajo vacio. Se absorben en me-
tanol anhidro y se evaporan hasta su secamiento tres veces.
Luego se absorben en 1 ml de mebanol anhidro ¥y se precipita el
ciclo~GMP en forma de su sal sbdica (38 mg) mediante adicidn de
12,5 ml de una solucidn 0,1M de perclorato sédico en acetona an
hidra. Se recupera el producto por centrifugaci&n ¥ se :la.va
con acetona anhidra. Tiene la férmula empirica G0t N50-FNa.
H,0. Por sus diversas caracteristicas (espectrOS UVe IRY Rp
en varios disolventes), resulta ser idéntico al auténtico ciclo=
GMP,

El GNP inalterado o regenerado se recuperg -lavando .
la columna con blcarbonato 0,i5 M trie'b-ilaménico.‘. Su gal trie-
tileménica puede gometerse luego a la serie de op-éraciones indi-

cadas para lg transformacidén en ciclo-GMP, lo que permite inw
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crementar la produccidn ﬁoﬁal.

Los ejemplos que siguen se refieren a la preparacidn
de nuevog derivados del ciclo-AMP.

Pera los que llevan un.sustitutivo en posicidn 8, la
sintesis puede efectuarse partiendo del AMP no cfclico o del
ciclo=-AMP, En ambos casos, el producto intermedio es el derivado
8-bromado. E1l haldgeno de esgte derivado es suficientemente mé=-
vil si se. trata por sustitutivos nucleofilicog, Puede sustituir-
se también por consiguiente por un grupo amino, sulfhidrilo,
tiometilo o hidroxilo.

Iog principios de la sintesis anteriomente indicados
se ilugtran mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 12

Acido 8-bromo-adenogino=3t,5'-fosférico (G-bromo-~ci-
clo-ANP) .

a) _A partir del ciclo=ANP

Se disuelven 500 mg de ciclo~AMP en 0,75 ml de sosa
cdustica N, Después de la adicidn de 15 ml de agua de bromo sa-
turada, se deja durante 6 horas a temperatura ordinariag. Luego
se agita con 10 g de carbono activo, espec{ficawente norita, se
lava primeramente con una mezcla de amoniaco:etanol:agua (15:60:
25 en volumen) y luego con #cido clorhidrico y agua, se filtra
y se lava el carbono con agua hasta quedar libre de iones Br,
Iuego se efectla su elucidn mediante agitacién con una mezcla
de amonfaco, etanol y agua (15:60:25). Se evapora la solucidn
hasta su secamiento bajo vacfo y se absorbe el residuo en agua.

Se vierte esta solucidn sobre una colunmna (40 cm de
altura y 2,8 cm de didmetro) de DEAE-celulosa en su forma bicar—
bonatada. Se lava la columna primeramente con 500 ml de agua.

Inego se realiza su elucidn a diferentesg niveles de concentra=-

¢idn por medio de la adicidn gradusl al agua de bicarbonato
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trietilaménico 0,1l. Se emplea un total de 3 litros de mezcla.
Se recuperan fracciones de 20 ml.

Las fracciones Nosg. 35 a 60 se combinan y evaporan
hasta su secamiento bajo vacio., Bl residuo es absorbido en me-
tanol y evaporado tres veces, Para teminar, se recoge en 5 ml
de agua ¥ se acidifica a un pH 2,5, que induce la cristalizacidn
del producto. Se afladen dos volumenes de alcohol y se deja re;
posar la mezcla a 02 durante 24 horas. Luego se recupera el sd-
1lido porcentrifugacidn y se lava dos veces con 5 ml de alcohol
absoluto, secindose seguidamente. Se obtienen asi 410 mg (67%
de produccidén). La sal sddica tiene la férmula empirica
C1OH1ON506PBrI\Ia.

b) A partir de 8-bromo—ANP

E1l 8-bromo-ANP se prepara de acuerdo con eirmétodo de
Ikehara, Uesugi y Kaneko, Chem. Commun, 1, 17 (1967). La cicli-
zacién se efectia de acuerdo con el método de smith, Drummond
y Khorana, J. Amer. Chem. Soc. 83, 698 (1961).

Se disuelven 170,4 mg de 8-bromo=—iMP (0,4 m.mol) en
10 ml de piridina que contienen 2 ml de agua. Se afladen 117,6
mg de 4=morfolino-N-N'~diciclohexil-carboxamidina (0,8 m.mol).
Se evapora la solucidén hagta su secamiento bajo vacio. Se recogé
el residuo en 20 ml de piriding anhidra y se evapora de nuevo
hasta su secamiento. Se repite dog veceg esta operacidn para
eliminar por completo el agua. El producto es finalmente diguel-
t0 en 20 ml de piridinag anhidra e introducido gota a gota duran-
te ung hora ¥y media en una solucidn de 165 mg de diciclohexil-—
carbodiimida en 40 ml de piridins célentada hasta su ebullicidn,
Se mantiene durante dog horas més en reflujo hirviente. Iuego se
evapora la solucidn hasta su secamiento bajo vacio. Bl residuo
es absorbido en 20 ml de agua; después de su filtracidn, se ex~

tracta tres veces con 20 ml de éter. Se efectia un fracciona-
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miento como en el ejemplo anterior después de haber vertido la
solucidn sobre una columna (de 20 om de altura y 1,2 em de di4-
metro) de DEAE=-celulosa. Bl 8-bromo-ciclo-AMP obtenido (121 mg)
posee las mismas propledades que el producto preparado bajo a).
La produccidn puede mejorarse si la ciclizacidn se efectia en
presencia de formamida dimetilica (véase Ejemplo 10).

Bjemplo 13

Acido 8-~tio-adenosino-5'=fogférico (8-tio-AMP) y 4cido
8~tio-adenosine=-3!,5"'-fosférico (8=-tio-ciclo=-AMP).

En este ejemplo, como en los tres siguientes, el 8~
bromo—AMP y el 8=bromo-ciclo~AlMF se tratan mediante'reactivos
nucleofilicos con eliminacidn del haldgeno y sustitucidn de
0trog grupos. ]

a) B~biomANP

S suspenden 500 mg de S-bromo=AlP, bien pulverizados,
en 50 ml de alcohol etflico al 90%; se introducen 200 mg de
tiourea y se calienta ia mezcla durante 6 horas hasta su ebulli-
cidn con reflujo, con agitacidn continua. El material inicial
ha desaparecido entonces por completo. Se neutraliza el producto
con trietilemina y se fracciona sobre una columna de DEAR-celulos
se bajo las condiclones anteriormente descritas., La elucidn del
8~tio-AMP se efectda sélo si la concentracién del bicarhonato
trietilaménico ge eleva desde 0,1M a 0,2M, Los tubos 120 a 150
contienen el producto degeado., Se sigue el proceéimiento anbe—
riormente descrito. Bl producto es cristalizado mediante disolu~
cldén en 1 ml de agua, ajuste del pH a 2,5 y adicién de 2 ml de
aleohol etilico absoluto. Se obtisnen 250 mg (produccidén del
52%). Tiene la férmula empirics G1OH14N507PS.

b) 8~tio-ciclo-AlP

El método de sugtitucién empleado en el caso del 8-

bromo~ANP resulta ser inaplicable al 8-bromo-ciclo=AlP. Finalmen-
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te, se ha empleado el método usado en otros casos por Holme y
Robins (J. Amer. Chem. Soc. 86, 1243 (1964)).

Se mezcla sulfuro de hidrdgeno a baja temperatura en
20 ml de una solucidn alcohélica 1M de etilato sédico para obte—
ner sulfhidrato sédico. Luego se separa el exceso de sulfuro de
hidrdgeno mediante calentamiento hasts la ebullicidn. Tuego se
introducen 100 mg de 8-bromo-ciclo-AMP y se calients la mezcla
con ebullicidn bajo reflujo durante 5 horas. Después de su neu—
tralizacidn con 4cido acético, se evapora hasta su secamiento ba-
jo vacfo, ee recoge en 10 ml de agua y se fracclona bajo lag -
condiciones habituales sobre una columna (30 cm de glbura y 1,2
cm de didmetro) de DEAB-celulosa. Se efectda la elucién del pro-
ducto solamente mediante bicarbonato trietilaménico 0,1M; se en-
cuentra en las fracciones Nos. 80 a 110, Después del tratamiento
inhsbitual, se obtlene en condicibén cristalina disminuyendo el
pH a 2,5; se recristaliza a partir de alcohol etflico., Se obtie-
nen asi 52 mg (produccidn del 58%). La sustancia tiene la férmu-—
la empirica C,oH, N504PS,

Ejemplo 14

Acido 8-tiometil-zdenosino-3t,5'-fogférico (8-tiometil-
ciclo=ANP) .

Se suspenden 100'mg de 8-bromo-AMP en una golucidn 1M
de metil-mercapto sédico en alcohol absoluto y se calienta con
ebullicidn bajo reflujo durante 6 horas. Inego se neutraliza con
4cido acético y se evapora hasta su secamiento bajo vacio. E1
regiduo ge recoge en 50 ml de agua; se ajusta el pH a 3 ¥y se ab-
gorbe el nuclebtido, con agitacidn, sobre 3 g de carbono activo,
Se lava con agua ¥ se efectda su elucidn mediante tratamiento con
una megela de etanol, amonfaco concentrado y agua (60:15:25 en
volumen), Se evapora la solucién hasta su secamiento bajo vacio

¥ se recoge el residuc en 10 ml de agaé. Iuege se fraccions bajo



5e

10,

154

20,

25,

lag condiciones habitusles sobre una columna (50 cm de altura ¥
1,2 om de didmetro) de DEAB%celulosa. E1 producto deseado se en-
cuentra en las fracciones Nos. 45 a 60 (es necesario observar el
espectro UV tubo a tubo mra efectuar una separacidn de otros dos
productos no identificados). La sal trietilaminica contenida en
estas fracciones es transformada en sal sédica de la manera an-
teriormente descrita. Se obtienen 36 mg (produccidn del 40%).

Ia sustencia tiene la férmula empirica CqH4oN506F Na.

Ejemplo 15

Acido 8-hidroxi-adencsino-3',5!'-fosférico (8~hidroxi-
ciclo=4MP),

Se disuelven 225 mg de acetato sddico anhidro recién
fundido en 7,5 ml de 4cido acético glacial; se afiaden 150 mg de
8-bromo-ciclo-ANP en forma del 4cido anhidro libre. Se sumerge
en un bafio calentado g 1352 y se callenta durante 2 horas con
ebullicidn y reflujo (al cabo de 15 minutos el nucledtido se ha
diguelto por completo). Iuego se evapora la solucidn hasta su se-
camiento y el regiduo ge recoge en 10 ml de agua.

Se efectia el fraccionamiento gobre una columna de DEAE-
celulosa bajo las condiciones habituales. Bl producto deseado se
encuentra en las fracciones Nos. 50 a 70; éstas se combinan y
evaporan hasta su secamiento bajo vacfo. Ia sal trietilamdénica
pregeiate ge transforma en una sal sbédica bajo las condiciones
ya descritag; se obtienen 85 mg (produccidn del 66%). EL producto
corresponde a la férmula empirica C0H10N507ENa. |

Ejemplo 16

Acido 8-amino-adenosino-5'=-fosférico (8-amino-aMP) y

dcido 8-amino-adenosino-3t,5'-fogférico (8-amino-ciclo~ANP).

Se disuelven 426 mg de 8-bromo-AMP en 2,5 ml de forma~

mida y se afiaden 10 ml de metanol saturado con amonfaco. Se ca-
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lienta la mezcla en un "tU.bO sellado a 87—929 durante 48 horas.
Se evapora el metanol, se asiladen 10 ml de agua y se fracciona
el producto bajo las condiciones habituales en uﬁa columna de
DEAE-celulosa. El producto deseado se obtiene en las fracciones
50 g 70. Se combinan éstas y evaporan hasta su secamiento bajo
vacio. El 8-amino-pllP va acompafiado en la mezcla cruda por dos
compuestos que presentan miximog menores y uno de los cuales es
diffcid de separar del producto principal. Bste dltimo es no obs-
tante utilizable para el siguiente procedimiento, aungue no da
las cifras y andlisis correctos. Ia produccién obtenida es del
70%, basado en la cantidad de fésforo recuperada.

Se disuelven 176 mg de la sal aménica trietflica bien
secads del 8-amino~ANMP en una mezcla de 25 ml de piridina y 5 ml
de agua. Se afiaden 146 mg de 4~morfolino-N,N'-~diciclohexil-car-
boxamidinio al objeto de transformar el nucledtido en una sal so-
luble. Se evapora el producto hasta su secamiento bajo vaclo, se
recoge en 25 ml de piridina y se evapora de nuevo hasta su se-
camiento; esta operacién se repite dos veceg., Finalmente se di-
suelve el residuo en 50 ml de piridina. Como se describe en el
Ejemplo 3 (b), se efectia una eiclizacidn en presencia de 202 mg
de diciclohexil-carbodiimida disueltos en 50 ml de piridina. Se
fracciong el producto de reaccién en una columna de DEAE-celulosa
bajo las condiciones habituales., Bl producto deseado se encuentra
en las fracclones Nos. 50 a 65, que son combinadas y-evaporadas
hasta su secamiento bajo vacfo. El producto se transforma en una
sal sédica bajo las condiciones ya descritas.

Se obtienen 56 mg (produccidn del 32%). Esta produccidn
puede incrementarse usando formamids dimet{lica en la ciclizacidn

(Bjemplo 1). El producto tiene la Fférmula empirica Ci0H1oNeOgE Na-
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Ejemplo 17

Acido 2-amino-adenosino-3!,5'-fogférico (2-amino-ciclo-
4P) .

Bl principio de la sintesis es como sigue.

El material inicial es 2-amino-G6-cloro-9(2',3',5¢~
triacetil-beta~D~ribofuranosilo)purina, que se prepara a partir
de guanosina. Los grupos acetilos ge separan por amondlisig, Se
trata la 2-amino-6-cloro-9(beta-D~ribofuranosil)puring bajo con-
diciones més enérgicas con amoniaco, produciéndose 2-amino-gde-
nosina. E1 producto se transforma en un derivado 2',3'-isopro-
pilideno que, mediante fosforilacidn con oxicloruro de fésforo
en presencia de piridina y 4ecido férmico (véase Asahi Chemical
Indusgtry Coo. Ltd., patente francega n? 1.,531.156), prhduce 2-ami-
no-AlP, Este (ltimo, mediante ciclizacién en presencia de DCHC
y formamida dimet{lica (véase Ejemplo 2), produce finalmente 2-
amino-ciclo—AMP, Estos tres dltimos productos son nuevos y forman
parte de la invencidn,

La 2—amino—6-cloro-9(2',3!,5'—triacetil—beta—D—ribo—
furanosil)purina se prepara, partiendo de guanosina, tal como
describen Gerster, Lewis y Robbins en "Methods in Nucleic Acids
Chemistry" ("Métodos en la Quimica de los Acidos Nucleicos"), 1 ,
242. Se trata el producto durante 14 horas a temperatura ordina-
ria con una solucidn saturada de amonfaco en metanol para desace-
tilarlo. Se evapora bajo vacio y se recristaliza a partir de
metanol.

Iz sustitucidn de cloro por un grupo amino necesgita
condiciones muy enérgicas. Se calientan 200 mg del producto an-
terior durante 48 horas en un autoclave a 1209 con 50 ml de zmo-

niaco concentrado y se depositan cristales de 2,6-diamino-nucleé-
tido que, después de enfriarse (produccidn del 55 al 65%), son

recuperados, lavados con alcohol y agua y secadog,
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Este producto ha sido previamente preparado por un mé-
todo diferente, pero el procedimlento de la invencidn es més
prictico.

Se suspenden 1,3 g del anterior producto en 220 ml de
acetona, se afladen 52 ml de propano dimetoxilico y 9,2 g de
dcido p-folueno-sulfénico monohidrato y se agitaia femperatura
ordinaria. Degpués de la disolucidn del nucledtido, precipita el
sulfongto p~toluénico del derivado isopropilidenc. Al cabo de
ung hora se recupera la sal mediaﬁte centrifugacidn y se lava
con acetona. Se descompone calenténdols con 40 cm3 @e bicarbona-
to sddico al 10%. Después de una complets disolucidn y evapora—
cién hasta su secamiento bajo vacfo, se seca el residuo mediante
adicidn de 50 cm3 de benceho, seguido de evaporacidn, tres veces,
Se exiracta con 150 ml, en total, de cloroformo y se evapora has-
ta su gecamiento. Se seca de nuevo mediante adicidn de 150 ml de
benceno seguido de evaporacidn, dos veces. Se disuelve el resi-~
duo en una cantidad minima de clorofommo y se precipita mediante
adicidn de un exceso de benceno. Se obtienen 1,2 g del producto,
amorfo y cromgtogrificamente homogéneo. . )

Para la‘fosforilécién, se introduce 1lg antérior sus-
tancia (1,1 8) en una mezcla de 3,5 ml de acebonitrilo, 1,74 ml
de oxicloruro de fésforo, 0,46 ml de 4cido férmico anhidro ¥y 1,5
ml de piridina anhidra. Se agita la megcla hasta su disolucién en
un ambiente frdfo y se deja reposar a 3~42 durante 2 horas. Luego
gse introducen lentamente, a 02, 35 ml de agua, se agita la mez-
¢la durante 2 horas a 02 y se ajusta el pH en 1,5 por medio de
hidrdxido sddico., Luego se calentd a 702 durante una hora para
eliminar los grupos isopropilidenos y seguidamente se agité con
16 g de carbono active. Este dltimo se lava con agua. Se efectia
la elucidn del nucledtido absorbido por medio de una mezcla de

etanol, amoniaco concentrado y agua (60:15:25 en volumen). Luego
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se fracciona en una columna de DEAE-celulosa a diferentes niveles
de concentracidn por medio de bicarbonato amdnico 0,35 M #radual-
mente afladido al agua. Bl 2-amino-AMP se halla contenido en las
fracciones Nos. 100 a 140, Su eal trietilamdnica aislada bajo las
condiciones habituales, se uss directamente para el siguiente
procedimiento (correspondiende la cantidad de fésforo presente

a 640 ng de la sal).

La ciclizacién se efectda usando 400 mg de sal trietil-
aménica de 2wamino-AMP disueltos en 5 ml de agua. Degpuds de la
adicidn de 360 mg de 4-morfolino-N,N!'-dicilclohexil~carboxemidina,
el procedimiento es como'se describe en log Ejemplos 1 y 2, usan-
do 510 mg de DCHE y 50 ml de formamida dimetf{lice. Mediante cro-
mabografia en papel se revela, ademds del producto deseado, otro
compuesto que emigra mds ripidamente, que puede ser tal vez (véa-
se Bjemplo 11) &4cido 2-amino—a,denosino~-N2,5'-fosf6rico° Después
de evaporarse hasta su secamiento bajo vacio, se trata la mezcla
crude durante uns hora a 602 con 50 partes de hidréxido 0, 1K sé-
dico, Se neutraliza el producto con Acido acético y se fracciona
bajo las condiciones habituales en una columna de DEAR~celulosa.
El producto eg finalmente convertido en una sal sédica de la ma~
nera indicada. Se obtienen 106 mg. Bl producto tiene la férmula
empirica C1OH12N6O6P Na,

Como se indica anteriormente, las sales de plata pueden
precipitarse a partir de soluciofes acuosgs concentradas de las
gales sédicas de log nucledtidos de la invencidn'y los Acidos
libres pueden obtenerse mediante descomposicidn de las sales de
plata por sulfuro de hidrdgeno y luego, mediante neutralizacién
por bases minerales u orgdnicas, las correspondientes sales., Ade-—
mis, todos los compuestos son susceptibles de acilacidén en las po-

giciones N6 § 2'«Q y también en las pogiciones N8, 80, 8=3 ¥ N?,
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BEn particular, el tratamiento con anhidrido butfrico en presen~

c¢ia de piridina produce derivados butirilados en N6 ye'0e

8 y Nz. Estos compues-—

iguglmente en las posiciones 8-0, 8-8, N
tos son de interés porque el Ns—dibutiril-ZFnOuciclo~AMP muestra
en muchos ensayos in vivo una accidn superior a la de la base del
nucledtido,

Bjemplo 18

N6

421 =0~dibutiril-8-tio-ciclo-ANP,

Se suspenden 75 mg de 8~tio~-ciclo-AMP en uns mezcla
de 2,5 ml de piridina anhidra y 1,25 ml de anhidrido but{rico.
Se egita dQurante 3 horas para completar la solucidn y se deja re-
posar a temperabtura ambiente durante 20 horas. Se enfrfa una so-
lucidn g =102 y se afiaden cuidadosamente 1,5 ml de agua helada.
Después de 3 horas de reposo a temperatura ambiente, se evapors
hasta su secamiento con un elevado vacfo y se mantiene bajo este
vaclo durante 24 horas. Se recoge en 5 ml de agua ¥y se fracciona
en ung columna de DEAE-celulosa bajo las condiciones anteriormen=-
te indicadas. La fraccidn que contiene al derivado bubtirilado se
evapora hasta su secamiento; se coevapora varias veces con meta—
nol anhidro y se recoge en 2 ml de etanol. Se aflade la cantidad
tedrica de yoduro de bario en 1 ml de alcohol (basado en el con=-
tenido en fésforo de la solucidn, para un 4tomo de P es necesa-
rio 1/2 de Bal,). Ia sal de bario precipita &l cabo de algin
tlempo ¥y se recupera por centrifugacidn, lavindose con un poco
de alcohol; se obtienen 29 mg del producto; una considerable can
tidad del producto gue permanece en los licores madres puede re-
cuperarse en forma menos pura mediante adicién de 2 a 3 vollimenes
de éter anhidro. El producto tiene la férmula empirica 018H23N5
OBPS.Ba/b

Por su composicidn y espectro IR, el producto contiene

gélo 2 grupos butirilos que estdn indudablemente en las posicio=
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nes N6 ¥y 2'-0. El grupo sulfhidrilo de 68 no hg reaccionado, lo
cual se explica por el hecho de que esti completamente en la

forma tautémera de la tio-cetona.

En la siguiente tabla se indican slgunas caracteris—
5¢ - ticas de estos derivados del ciclo-alP que llevan sustitutivos

en lag posgiciones 2 u 8,

Sustancia A Mix ¢ Méx Rf en dos mediog disolventes
A B
8-bromo~AMP (e¢) 266 15200 . | 0.43 0.63
8-tio-MP (c) 297(1) 24000 (1) 0.25 0,40
8=tiometil—ANP .
(e) 280 18400 0.48 0.66
8-hidroxi-AMP (c) 270 11500 0.38 0. 48
8~amino-AMP (c¢) 273 16000 0.23 0.32
2-gmino-AP (c) 258 10200 - -
282 10300 - -
‘ 8—amino—gMP 274 16100 0.05 0.23
8t iomAP 236{1) 25000 0.06 0.25
: 297(1) 24100 - -
 Dibutirile-8e
< fiow NP 246 19800 0,85 0.82
326 25500 - -

A = etanoliacetato amdnico 0,5M (5:2 en volumen)

B = isopropanol:sulfato aménico 1% (2:1 en volumen)
2:;. A méx y fméx. medidos a un pH 7, salvo indicacidn en

contrario.

¢ = ciclo

(1) = medido a un pH 11’00

30.
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Engayos bioldgicos

Se ha examinado primeramente el comportamiento de los
derivados del ciclo-AMP que llevan sustitutivos alquilos en N6 y
del 2'-0-butil~ciclo-igo~AMP respecto a la hipéfisis de ratas in-
cubadas de acuerdo con una técnica conocida (M. Saffran en A.V.
Schally, J. Biochem. of Physiol., Canadd, 33, 408, 1955).

Después de una iilcubacidén de 1 hora a 382 en un medio

Krebs-Ringer que contiene bicarbonato sddico y gluéOSa, la hipd-

fisls de ratas que han egtado en presencia de los nuevos deriva-

dos ha producido mgs hormong 'bireo-brdpica'que la hipdfisis del
control, determindndose el contenido de hormona tireotrdpica en .
los productos de incubacidn, después de su dilucidn, por el mé-
todo de MecKenzie (J.M. McKenzie, Endocrinology, 63, 3;72, 1958) .
Los regsultados se exponen en la siguiente tabla, en la
que las abreviaturas situadas en los encabezamientos de las co-

lumnag significan, respectivamente:

Respuesta segin McKenzie

Porcentaje de incremento de la radioac
tividad de la sangre en unidades, me-
dido por minuto y por ml de sahgre,
despuds de 2 horas.

Respuesta covariacidn ~ Respuesta calculada por covariacidén
después de una conversién a logarit-
mos decimales.,

Dunnet - -

Ssignif. Bestad,

Significacidn estadistica: n.s.: in-
signific.ante; + importante (p = 0,05);
++ muy importante (p = 0,01).

my HT - Mili-unidades de hormona tireotrdpica.

mg hip. - Por mg de hipdfisisg,
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Dratamiento Dosis en  Respuesta Respuesta Dunnet Signif. TSHmU  TSHmU
milimoles segg.n covigria~ estad, total mg/hip.

McKenzie cidn

Control - 140% 2431 - - 30.0 2,94
e (e) 5 316% 2.59 4,53 x x 7645 5471
di-metil-AMP (c) 3 298% 2,62 4.94 x x 70.5 5,73
mono-me+ti 1= 3 250% 2.54 3.66 x x 540 4.20
AP (e)

Control - 1 37% 2,25 - - 20.0 1,90
AP (c) 3 347% 2.66 5.36 x x 60,0 4.65
t=-butil-gMP (c) 1 186% 2.39 1481 n.s. 26,0 2,05
n-butil-MMP (c) 1 302% 2.60 4.57 =x x 46,0 3.98
ﬁﬁgozg§til~ 1 270% 2,51 3041 x 40,0 2,95
0=butiril-igo=

AMP(6) 1 275% 2,56 4.13 x x 42,0 2,94
Control - - 135% 2,00 - - 20.0 1.69
n-butii<aiP(c) 1 2230 2.23 3T x % 3.0 2,77
t-butil-PB(c) 1 164% 2,08 1,28 1n.s. 23.0 1.92
AP (c) -+ 3 243% 2,26 4.24 x x 37.0 3.44
0-butirdlvi zo-

ap (e) 7 105 170% 2.13 2,10  nes. 24,0 2,00

Se demuestra por esta tabla que los nuevos derivadog del ciclo=-
AMP, salvo el derivado N6~’Gerc.butilico, han dac?.o lugar a nota-
bles incrementos en la liberacidn de hormona tireotrdpica in-
clugo a una dosis de una milimoldécula, en tanto que el propio
ciclo—-AMP no tiene efecto alguno a esta dosis. La inferior ac—
tividad del cierivado terc.butilico, en este ensayo, en compara—-

cién con el derivado n-butflico, parece atribuible al impedi-



mento egtérico, estando éxtendido el radical n-but{lico, mien-
tras que el radical t-butilico es compacto.
Por el contrario, en el engayo de la accidén sobre los
melandforos del lagarto Anolis, el derivado terc. butflico y el
De derivado butflico nomal se comportan mds anilogamente. Las con-
centraciones mfnimas que han dado respuestas positivas en este

ensayo han sido las siguientes:

P (c) 1 milimol
Derivado monometdlico 0,43 "
10, ) L dimetilico 0,56
" n-butflico 0,26
; n $-butilico 0,28 n

Los derivados del 4cido adenosino-3!,5'-ciclo-monofos-
férico que llevan sustitutivos eﬁ las posiciones 2 y/u 8 han si-
15 do estudiados con referencis a la liberacidn in vitro de la hor-
mong del desarrollo hipofisario en la rata. La dosificacidén de
la hormona del desarrollo hipofisario (GH) y de la prolactina
(PR) ha sido medida por electroforesis sobre gel.
La siguiente Table indica los resultados obtenidos.
204 Las concentraciones de nucledtidos se expresan en ml y las can=
i tidades de hormona de desarrollo hipofisario liberadas ea los
medios de incubacidén se expresdh en lg/mg de hipdfisds y un

porcentaje comparativo con el control.

250
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TABLA II
Experimento Dosig (miM) GH GH %

() b o, %;gireferencia al con-
fontrol - 32 1,07 -
8—amino-aNP (c) 2 T4 2,72 254
8-bromo~AMP (c) 2 156 4,88 456
B
Control - 16 0.75 -
AP (c) 5 32 1,40 186
8—tio—AWP (c) 2 92 4.53 604
8-hidroxi-AVP (c) 2 56 2.68 357
B—amino-ANP (c) 2 32 1455 206
e
Consrol - 36 1,29 -
AP (c) 4 66 2.65 205
_Sﬁtipmetil—AMP(c) 2 84 3¢ 31 256
rse%ié—AMP (c) 2 82 3.37 261
S~amino-P(c) 2 54 2,21 171
8-bromo-P (c) 2 188 5.68 440
8<Hi aroxi-MIP (o) 2 72 2.98 231
b :
Control - 23 0.81 -
AP (e) 9 52 1490 235
AP (c) 3 30 0.99 ¢122
2—amino~ANP(c) 2 41 1047 181
8~bio-aUP (c) 2 97 3.56 439

8~bromo-ANP(c) 1 53 1.75 216




gigue TABLA II

Experimento Dosis CH GH %
(1) g Mg con referencia al control
2 ml) mg hip

" A

Control - 21 0.69 -

8~tio=alP (c) 1.5 62 2.19 317

8-hidroxi~AMP (c) 4 66 2.34 339

£

Control | - 20 0.82 -

eamino-AMP(c) 4 44 2.01 245

8-hidroxi-ANP(c) 4 60 2434 285

2-gmino-AMP (c) 4 37 1.58 193
DBG* 2 75 3.06 373
Be* 1.5 56 2.53 309

g

Control - 28 1416 -

2-amino=ANP (c) 3 52 2,88 248

i

Sontrol - 16 0.72 -

LIE (e) 4 20 0:995 138

&=L romo-MP (c) 72 3654 490

10, 21 ~0-dibutiril-8-

tlo-AMP (c) 2 84 4,50 625

#DBG = N, 21-0-dibutiril-ciclo-ANP,
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Los nuevos derivados del ciclo-AMP descritos en la
presente solicitud han demostrado una actividad superior a la
del propio clclo=-AlP en el estudio bioldgico de la liberacidn
de hormona. Bl 8-tio-ciclo=AMP, el 8-bromo-ciclo-AMP y sobre todo
el NO,21—0-dibutiril-8-tio—ciclo~MMP, tienen una actividad supe-
rior a la del N6,2'-o-dibutiril-ciclo-AMP (pBC),

Los nuevog derivados del ciclo-AlMP pueden emplearse en
le industria para los mismos fines que el ciclo-AMP, especialmen-
te en investigaciones bioquimicas, bioldgicas y farmacéuticas.

Los nuevos derivados som utilizables en invegtigaciones
sobre el mecanismo de la accidn hormonal., Teniendo en cuenta que
desempefian un papel de segundo mensajero para la accidn hormonal,
pueden sustituir la accién de las propias hormonas en el orga—
nismo,

N O T A

La Patente de Introduccidn, que se solicita por diez
aflos para Espafia, de acuerdo con la vigente ILegislacién, deberd
recaer gobre: "PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE DERIVADOS NUCLEOSI-
08", citdndose como Fuente de Procedencia Solicitud de Patente
en Francia nimero 69 34747 de 10-10-1969 y de Adicidén niémero
70 35682, de 2-10-1970, segin las caracterf{sticas esenciales de
las siguientes:

REIVINDICACIONES

18 .~ Procedimiento de produccidn de derivadog nucledsi-
dos seleccionados entre la clase consistente en:
A, Derivados del 4cido adenosino=-3',5!'-monofogférico

de férmula:
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e la que el valor de log simbolos X, Y, R, ¥ B, puede seleccio-
narse del caso en gque Ft1 ha R2 ¥y wno de log s:[mbolOSf X e Y gean
hidrégenos y el otro simbolo X 6 Y seg hidrégeno o alquilo, y
cuando X e Y son ambos hidrdgenos, R1 es seleccionsdo entre la
clage consistente en hidrdgeno, bromo, sulfhidrilo, hidroxiloe,
tiometilo y amino y R, es hidrégeno o aminog

B. El derivado 2'-0-butirilo del 4cido iso-adenosino-
3'y5t~monofogférico; ¥

C. Las sales de A ¥ B formadas por salificacidn del
grupo hidroxilo ligado al 4tomo de fégforo, que comprende la

6 wP-dislquilo del oi-

reaceidn de un derivado Ns-monoalquilo § N°,N
do adenogino-5t-monofosférico con p-nitrofenol en presencia de
diéiclohexil—-carbo-diimida ¥ la sujecidén del éster obtenido a
tratamiento con terc.butdxido potdsico. |

28,- Procedimiento de produccidén de derivados nucled-
sidos, segin la reivindicacidn 12, en el que el éster es tratado

en la forma de su sal trietilaménica.
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38.~ Procedimiento de produccién de derivados nucled-

sidos, segin reivindicaciones anteriores en el gue la produccidn
de deido 8-bromo~-adencsino~3',5!-monofosférico comprende la st-
jeclén del dcido 8-bromo-adenosino-5'-monofogférico al proceso
definido en la reivindicacidn 68 para efectuar una ciclizacidn.

42.~ Procedimiento de produccidn de derivados nucled-
sidos, segin reivindicaciones anteriores en el gue la produccidn
de 4cido 8-~bromo-adenogino=-3',5"'-monofosférico comprende la suje-
cidn de 4cido adenosino-3',5'-monofogférico a tratamiento con
agua de bromo,.

58,~ Procedimiento de produccidn de derivados nucled-
sidos, segin reivindicaciones anteriores, en el que la produccién
de dcido 8-bromo-adenosino-3',5'-monofosférico comprende lg reac-
cién de 4cido 8-bromo-adenosino-5'-monofosidrico con diciclohe—
¥il-carbo-diimida en piridina, en presencis de dimetil-formamida.

68,.,~ Procedimiento de producecidn de derivados nucled-

gidos, segin reivindicaciones anteriores, de la férmula general

4
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en la que R1 es seleccionado entre la clase consistente en 0OH,
SH y SGH3, que comprende la reaccidn de 4cido 8-bromo-adenosino-
3',5t-monofosférico con un reactivo seleccionado entre gcetato
sddico, sulfhidrato sédico y metil-mercaptato sédico, respecti-
Vamente.

T8 «— Procedimiento de produccidn de deriﬁados nucled-
sidos, segin reivindicaciones anteriores en el que la produccién
de 4cido 8-amino-adenogino-3',5'-monofosférico comprende la suje-
cidn de 4ecido 8~adenosino-5'-monofosférico al proceso definide
en la reivindicacidn 18 para efectuar una cicligacidn.

8e,- Procedimiento de produccidn de derivados nucled-
sidos, segin reivindicaciones anteriores en el que la produccidén
de 4cido 8-amino-adenosino~3',5'—monofosf6rico comprende la reac
cién de 4eido 8-amino-adenosino-5'-monofosférico con diciclohe-
¥il-carbodiimida en piridina, en presencia de dimetil-formamida,

98,- Procedimiento de produccidn de derivados nucled-
sidos, segin reivindicaciones anteriores en el que la produccidn
de 4cido 2'-0-butiril-iso-adenosino-3'y5'-monofosférico compren-
de la sujecidn de un compuesto seleccionado entre la clase con-
sistente en 4cido iso-adenosino-3',5'-monofogfdrico y su sal
trietilaménicsa a la accidn de un agente butirilador.

108,- Procedimiento de produccidn de derivados nucled-
sidos, segin la reivindicacidn 92, en el que el agente butirila-
dor es anhidrido butfrico usado en exceso y la reaccibn se efec=
tla en presencig de piridina a temperatura ambi;nteo

112~ Procedimiento de produccidén de derivados nucled-
sidog, segin reivindicaciones anteriores en el que la produccidn
de derivados butirilos del 4eido adenosino=-3',5'-monofosfdrico
que lleva sustitutivos por lo menos en una de las posiciones
2 y 8, en el gque los grupos butirilos estén fijados en posicio-

8 2

nes selecciongdas entre Ns, 2t-0, N°, N, 8-0 y 8-S, comprende
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el tratamiento de 4cidos adenosino=3!,5'-monofosféricos que tiea
nen sustitutivos por lo menos en una de las posiciones 2 y 8,
con gnhidrido butirico en presencia de piridina anhidra.

128 ,~ PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE DERIVADOS NUCLEO-

5e SIDOS.

Segin queda sustancialmente descrito en la presente
memoria, gue consta de treinta y cinco hojas, escritas a miqui-
na por una sola cara.

Madrid, 1 de agosto de 1975
NELSON RESEARCH AND-DEVEIOPMENT COMPANY
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