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Extracto de la  descripción

Se describen los derivados del ácido adenosino-3',5'- 

monofosfórico y e l  derivado de 2' - 0-b u tir ilo  del ácido iso-adeno 

sino-3',5 '-m onofosfórico, y sus métodos de producción. Los com­

puestos tienen u tilidad en relación con la  acción hormonal. Tam 

bién se describen compuestos relacionados.

La presente invención se relaciona con nucleótidos y 

más particularmente con derivados del ácido ciclo-adenosino-3' ,

5'- fo s fó r ic o  y uno de sus isómeros.

E l ácido c iclo-adenosino-3 ',5 '-fosfórico tiene la

fórmula:
H
\

N

H
/

empleándose la  cualificación  "c ic lo "  para indicar que los áto­

mos del grupo fosfórico  forman un anillo  con e l grupo rlbósico.

Este compuesto se forma en las células de organismos 

animales sometiendo e l  ácido adenosino-5'- t r ifo s fó r ic o  a la  ac­

ción de la  enzima adenil-ciclasa.

Se supone que un gran ndmero de hormonas u tilizan  e l
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ácido adenosino-3',5 '- fo s fó r ico  (denominado "ciclo-AMP") como 

mensajero químico para ana auto-activación y especialmente como 

segundo mensajero de acnerdo con la  terminología de Sntherland 

y otros. La actividad b io lógica del ciclo-AMP pnede observarse 

convenientemente mediante varios ensayos in  v itro , especial­

mente e l de la  dilatación de melanóforos en la  p ie l del lagar­

to Anolis Carolinensis; e l  de la  dispersión de los melanóforos 

en la  p ie l de una rana (Rana P ip iens); y e l  del incremento en 

la  cantidad de hormona tiro tróp ica  excretada por la  h ipó fis is  

de la  rata. El ciclo-AMP incrementa la  producción de corticoes- 

teroides (Haynes, Koritz, Perón, J. B io l. Chem. 234, 1421 

(1959)). Los derivados d ibu tir ilos  del ciclo-AMP ejercen e l  

mismo efecto que e l ACTH, a l que pueden sustitu ir, y en todo 

e l animal pueden aumentar e l  n ive l pgjasmático de los corticoes- 

teroides (Imura y colaboradores, Endocri&ology, 76,933? 1965).

Un compuesto dotado de propiedades similares es e l  

isómero en e l que e l ndcleo de ribosa, en lugar de estar f i j a ­

do por su átomo de carbono 1 en la  posición 9 del an illo  de pu- 

rina, se f i j a  mediante dicho átomo a l átomo de nitrógeno en la  

posición 3? desplazándose en consecuencia los enlaces dobles en 

e l ndcleo de purina. Bs conveniente designar este compuesto por 

"iso-ciclo-AMP".

El objeto de la  presente invención es proporcionar 

nuevos derivados del ciclo-AMP y del iso-ciclo-AMP que mues­

tren similares actividades biológicas, pero más intensamente 

y/o más selectivamente.

Los nuevos compuestos son:

A. Derivados del ácido adenosino-3',5 '-m onofosfóri- 

co, de fónnula:

30
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en la  que uno de lo s  símbolos X e Y representa un átomo de h i-. 

drógeno o grupo alquilo y e l otro representa un grupo alquilo, 

siendo cada uno de los  símbolos R̂  y Rg hidrógeno o bien X e - 

Y son cada uno de e llo s  hidrógeno, R̂  es hidrógeno o bromo o 

un grupo su lfh id rilo , h idroxilo, tiom etilo o amino y Rg es h i­

drógeno o un grupo amino.

B. El compuesto ácido 2-0-butiril-iso-adenosino-3 ',5 '-  

monofosfórico.

C. Las sales formadas por sa lificac ión  del grupo h i- 

' droxilo enlazado a l átomo de fós foro .

La invención se relaciona especialmente con dichos de­

rivados que, en la  posición 6, llevan  un radical -NHCHy -N(CH^)g

-NH-n.C^Hg ó -NH-t.C^Hg, así como aquóHos en los que Rg = H y 

R̂  = Br, SH, SCĤ , OH ó NHg y aquól en e l  que Rg = NHg y R̂  = X, 

siendo X e Y igual a H.

Los nuevos derivados del ciclo-áMP alquilados en posi­



ción 6 pueden producirse a p a rtir  del ácido adenosino-5'-mono- 

fosfórico  monoalquilado o dialquilado en e l nitrógeno de la  po­

sición 6 mediante reacción con p-n itro fenol en presencia de d i- 

ciclohexil-carbo-di-im ida (CgH^-N=C=N-CgH^) y tratando los 

ásteres obtenidos, preferiblemente en forma de sus sales trime- 

tilamónicas, con tercio-butóxido potásico.

Los derivados monoalquilos y dialqu ilos del ácido 

adenosino-5'-monofosfórico, que son nuevos y forman parte de 

esta invención, pueden obtenerse reaccionando una 6-halo, par­

ticularmente 6-cloro , 9-(ribo-beta-fu ranosil-2 !,3 '**isoprop ili- 

deno)-purina, con la  adecuada mono- ó di-alquilamina y sometien 

do e l derivado adenosino obtenido a una fos fo rilac ión , p re fe r i­

blemente mediante la  acción de oxicloruro de fósforo en fosfato 

m etílico.

La invención comprende además un nuevo procedimiento 

para la  producción de nucleótidos c íc lico s  a pa rtir  de 5'-nu- 

cleótidos, que se relaciona con e l de Smith, Drummond y Khorana, 

J. Amer. Chem. Soc. 698 (1961); este procedimiento consiste 

en calentar hasta su ebullición , bajo re flu jo , una sal de un 

5'-nucleótido con diciclohexil-carbo-di-im ida (DCHC) ó d i- (c ic lo  

hexilimino)-metano, en presencia de p irid ina  anhidra.

Una característica  de la  invención es la  de añadirse 

formamida dim etílica, que tiene un doble efecto: por una parte, 

los 5' -nucleótidos se disuelven más fácilmente en la  mezcla, y 

por otra parte la  formamida dim etílica parece favorecer la  reac­

ción. La formamida d im etílica se añade en cantidad suficiente 

para d iso lver e l 5'-nucleótido por completo. Por ejemplo, pue­

de usarse una mezcla de volúmenes iguales de p irid ina y forma- 

mida dim etílica.

El procedimiento es más sencillo  que e l  mátodo de c i-
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clización  de los ásteres p-nitro fenólíeos primeramente mencio­

nado. Proporciona menores producciones en e l caso en que e l AMB 

lle v e  un grupo amino en posición 2, debido a la  formación de un 

subproducto inestable en medio ácido o alcalino y que parece ser 

un ácido adenosino-N^, 5'- fo s fó r ic o  que contiene un enlace fos- 

famídico, que explica la  inestabilidad. Tras su tratamiento con 

sosa cáustica, este compuesto regenera e l  nucleótido in ic ia l,  

que puede aislarse y reciclarse, lo  que incrementa la  produc­

ción to ta l.

Es por consiguiente posible preparar directamente, a 

p a rtir  del ácido guanosino-5'- fo s fó r ico  (GMP), e l  GMP c íc lico , 

respecto a l cual recientes trabajos han mostrado su presencia 

en la  naturaleza y su acción b io lóg ica , cualitativamente análo­

ga a la  del ciclo-AMP; en algunos ensayos biológicos, este ciclo  

GMP ejerce una acción incluso cuantitativamente superior a la  

del ciclo-AMP.

El derivado 2 '-0 -bu tir ilo  del ciclo-iso-AMP puede pre­

pararse, de acuerdo con la  invención, mediante acilación direc­

ta del ácido, preferiblemente en forma de su sal trietil-am ónioa. 

La reacción puede llevarse a cabo, en particular, con un exceso 

de anhídrido butírico en presencia de pirid ina, a temperatura 

ambiente.

Los nuevos derivados del ciclo-AMP pueden usarse en 

la  industria con la  misma finalidad que e l  ciclo-AMP, especial­

mente para investigaciones bioquímicas y farmacéuticas.

Los siguientes ejemplos no lim ita tivos, en los que las 

temperaturas se indican en grados centígrados, ilustran la  pre­

paración de los nuevos derivados.

Ejemplos 1-4

a) Acidos N^-alquil-adenosino-5'-fosfóricos (N^-n-

-  6

butil-AMP)



-  7 -

5.

10.

15.

2Ó. '

25.

30.

El material in ic ia l es 9 -(r ibo-beta -fu ranos il-2 ',3 '- 

isopropilideno) - 6-cloro-purina; este material se prepara por e l 

método de Hampton y Maguire, J. Amer. Chém. Soc. 83, 1961, pá­

gina 150, y de la  patente checoslovaca ns 110.944, de Zemlicka 

y* Soim, 1964. Se calienta durante 15 horas a 80SC una solución 

de 50 mg de este producto en 1 mi de n-bútilamina anhidra. Se 

evapora e l producto hasta su secamiento a l vacío, se recoge en 

cloroformo, vuelve a evaporarse hasta su secamiento en vacío y 

se repite esta operación varias veces. Luego se seca e l residuo 

durante 1 hora con un elevado vacio y se disuelve en 1 mi de me- 

tanol absoluto; se introduce 0,5 g de gel de s í l ic e  "Merck"

(0,05 a 0,20 mm) y se evapora hasta su secamiento. E l sólido se 

introduce por la  parte superior de una columna de ge l de s íl ic e  

de 155 mm de longitud y 8 mm de diámetro. Se efectáa una elución 

usando una mezcla de cloroformo y metanol (90:10 en volumen), 

recogiéndose fracciones de 1 mi. La 9 -(r ibo-beta -fu ranos il-2 ',3 '- 

isopropilideno)-6-n-butil-amino-purina se ha lla  contenida en las 

fracciones 7 a 13. Después de una evaporación hasta e l secamien­

to, se obtienen 37 mg de sustancia amorfa y cromatográficamente 

homogénea (Rf 0,75 en una capa delgada de s í l ic e  en n-bntanol sa­

turada con agua).

El anterior producto, 467 mg, secado con un elevado 

vacio durante 2 horas a temperatura ordinaria, se disuelve en 

3,3 mi de fosfato m etílico . La temperatura se mantiene a OS, se 

introduce 0,47 mi de oxicloruro de fósforo y se deja reposar la  

mezcla durante 5 a 6 horas. Se destruye e l  exceso de reactivo 

mediante la  adición de 20 g de h ielo  triturado. Después de media 

hora de agitación, se ajusta e l pH a 1,5 por medio de amoníaco 

concentrado. Luego se calienta la  mezcla durante 50-60 minutos 

a 80-90S, lo  que permite la  separación, mediante h id ró lis is , del 

grupo isopropilideno. Se lle va  e l pH a 7,0 por medio de amoníaco



concentrado, se agita  durante 10 minutos en presencia de 10 g 

de negro animal activo (obtenido de acuerdo con Hurst y Becking, 

Can. J. Biochem. Physiol. 41* 1963, página 469) y se trata  me­

diante lavado con ácido. El negro animal recuperado por f i l t r a -  

5. ción y lavado por medio de 100 mi de agua se tra ta  con 400 mi

de una mezcla de amoniaco concentrado, agua y metanol (15:35:50 

en volumen), lo  que pem ite la  elución del nucleótido absorbi­

do. Se evapora e l  producto hasta su secamiento, se recoge en 

agua y se a c id ifica  a un pH de 2,0 por medio de ácido 0,5 M

10. su lfúrico. Luego se concentra a 2 mi aproximadamente. Después

de la  adición de alcohol y ulteriormente de acetona y tras repo- 

sar a 03, se obtienen 310 mg de N -n-butil-AMP cris ta lin o . El 

producto analíticamente puro funde a 155-1582 y se muestra ho­

mogéneo cromatográficamente.

15* b) Se han preparado análogamente otros derivados de

4MP N^-alqnilado. La siguiente tabla muestra algunas' de las ca­

racterís ticas  de los diversos productos.

Tabla 1

Derivados N^-alauilos de AMP

#ustitu tivos
sobre, p . f .

^  máx 
(m )

^máx Rj, en 
A

varios
B

disolventes^
C

monoetilo 184-1853 268 16900 0.21 0.30 0.33

<3-i metilo 225-2303 274 18400 0.30 0.37 0.61

o-butilo 155-1583 266 14000 0.50 - 0.75

t-bu tilo - 270 15200 0.51 0.66 0.75

^Disolventes: A. alcohol: acetato amónico 0 ,5M

( 5:2 en volumen)

B. isopropanol:amoniaco concentrado:

agua ( 6: 3:1 en volumen)
30.

C. isopropanol: sulfato amónico 1% 

( 2:1 en volumen)



Ejemplos 5-8

a) Acido N^,N^-dimetil-adenosino—3', 5 '- fo s fó r ic o  (N^- 

dímetil—c ic lo—AMP) y sus sales*

Se disuelve acido N^-dimetil-adenosino-5' -fos fó rico  

(N -dimetil-AMP) (150 mg) en una mezcla de 2,5 mi de formamlda 

dim etílica y 2,5 mi de p irid ina  anhidra. Se aSade 0,112 mi de 

tri-n-butllamina, 556 mg de p-n itrofenol y 825 mg de d iclc lohe- 

xil-carbo-di-im ida (DCHO). El nucleótido entra completamente en 

solución despuós de 5 a 10 minutos de agitación. Se deja reposar 

durante 24 horas a temperatura ordinaria. Mediante cromatografía 

sobre papel (sistema A de la  Tabla 1) se obtienen, en cantidades 

aproximadamente iguales, e l  óster p -n itro fen ilo  del derivado AMP 

y del correspondiente p irofosfato simótrico. Se evapora la  mezcla 

hasta su secamiento al' vacío y se recoge e l  residuo en 10 mi de 

agua. Despuós de su filtra c ió n , se extracta cinco veces, cada una 

de e llas  con 10 mi de óter, para recuperar e l  p-n itrofenol y e l 

exceso de DCHO. Se v ierte  la  solución acuosa en una columna 

(40 cm de longitud*y 2,8 cm de diámetro) de DEAE-celulosa en fo r­

ma de su bicarbonato. Despuós de lavar la  columná con 500 mi de 

agua destilada dos veces, se efectda una elución a diferentes 

niveles.de concentración mediante la  adición del agua de b icar­

bonato trietilamónico (0,1 M) (pH 7%5). Se emplea un to ta l de 3 

l it r o s  de la  mezcla.

Se recuperan fracciones de 20 mi. El óster p-n itrofenó-
/r

ü co  de N -dimetil-AMP (producción del 45%) se encuentra en las 

fracciones 56-78; Amáx. = 274 m; 6 máx. = 22000. Mediante evapo­

ración hasta e l  secamiento, se obtiene la  sal truetilamónica, 

que se seca durante varias horas a muy baja presión y a tempera­

tura ordinaria.

Se disuelve la  sal trimetilamónica (107 mg) en 4 mi 

de sulfóxido dim etílico anhidro. Se añade 1 mg de una solución
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1M de terc.-butóxido potásico en alcohol b a tílieo  terc ia rio  an­

hidro, que causa la  formación de nucleótido c íc lico  con libera­

ción de p-nitrofenato. Al cabo de 3 horas a temperatura ordina­

r ia , se agitan 2 g de Dowex 50 (forma NH^*) y se f i l t r a  e l  pro­

ducto tras la  adición de 10 mi de agua. Luego se lava la  resina 

con amoníaco 0,2 N hasta completarse la  elución del nucleótido 

c íc lic o . Se evapora la  solución amoniacal bajo vacío y se frac­

ciona e l producto como se indica anteriormente sobre una colum­

na de celulosa DEAE. Las fracciones Nos. 58 a 82 contienen e l 

nucleótido c íc lic o . Estas fracciones son combinadas y evaporadas 

hasta su secamiento, se recoge e l producto en metanol y se eva­

pora de nuevo hasta su secamiento. Luego se disuelve en 0,5 mi 

de metanol anhidro, se ahaden 2 mi de una solución 0,5 M de per- 

clorato sódico en acetona anhidra y se completa luego la  preci­

pitación de la  sal sódica del nucleótido mediante adición de 5 

mi de acetona anhidra. Se obtienen 39 mg del producto mediante 

centrifugación, que se lavan en acetona.

A p a rtir  de una solución acuosa concentrada de la  sa l . 

sódica, puede precipitarse e l  nucleótido c íc lico  en forma de sus 

sales con metales pesados, por ejemplo como la  sal de plata,

< mediante adición de n itrato de plata en un ligero  exceso. Median 

te descomposición de esta sal en suspensión acuosa por medio de 

sulfuro de hidrógeno, se obtiene e l  ácido lib re . Mediante neutra­

lizac ión  con bases minerales u orgánicas, pueden obtenerse las 

correspondientes sales del nucleótido c íc lic o .

b) De manera sim ilar se han preparado los derivados 
á ¿r ¿r

N -monometilos, N -n-butilos y N -te re , butilos del ciclo-AMP.

La Tabla I I  indica algunas de las  características de 

estos diversos derivados.



TABLA I I

Derivados N -sustituidos del ciclo-AMP

Sustitutivos
X  máx ^ntáx

Rf en 
A

varios disolventes 
B 0

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-bu tilo 272 18200 0.70 0.80 0.83

Los sistemas disolventes usados son los mismos que en la  

Tabla I .

Las mediciones de,X máx. y <t̂ máx. se efectdan a un pH de 7,0.

Ejemplo 9

Acido 2 '-0-bu tiril-iso-adenosino-3 ',5 '-fos fó rico  

15. (2 '-0-butirilr-ciclo-iso-AM P).

La conocida preparación del ácido iso-adenosino-3' , 5' -  

fosfórico  (ciclo-iso-A!HP) incluye una fracción en la  columna 

: de DEAE-celulosa, que proporciona e l  nucleótido c íc lic o  en fo r -

' ma de su sal trietilam ónica. Esta sal, cuidadosamente secada

.20* (25 mg), se disuelve en 0,75 mi de p irid ina anhidra. Se añade

0,375 g de anhídrido butírico y se deja reposar la  mezcla du- 

rante 6 horas a temperatura ordinaria. La mayor parte de la  p i-  

rid ina se separa mediante evaporación al vacio; luego se des­

compone e l exceso de anhídrido bu tírico  mediante adición de 

25. 0,35 mi de agua a OS. Luego se evapora hasta e l  secamiento con

un elevado vacío. E l residuo se mantiene durante otras 12 horas 

a un elevado vacío a temperatura ordinaria. Se recoge en 10 mi 

de agua y se v ie rte  sobre una oolumna de DEAE-celulosa de 15,5 

cm de longitud y 0,8 cm de diámetro. Se lava primeramente con 

30. 300 mi de agua y se efectda su elución a diferentes n iveles de



concentración mediante la  gradual adición a l agua de bicarbo­

nato 0 ,1M trietil-am ónico. Se recuperan fracciones de 20 mi.

E l derivado monobutirilado se h a lla  contenido en las fracciones 

Nos. 56 a 78, que son combinadas y lio fil iz a d a s . Se recoge e l  

residuo en 0,2 mi de metanol anhidro; se añade 1 mi de una solu­

ción 0,5 M de perclorato sódico en acetona ahhidra y. se completa 

la  precipitación de la  sal sódica de 2'- 0-b u t ir il-c íc lic o - is o -  

ANP mediante adición de 5 mi de acetona anhidra, se recupera 

dicha sal por centrifugación y se lava con acetona ahhidra. Se 

obtienen 13 mg; \máx. = 279 m; ^máx = 12800; R^, 0,80 en e l  s is­

tema etanol/acetato amónico 0,5 M (5:2 en volumen) sobre papel 

Whatman na 1. E l máximo observado en e l espectro UV es práctica­

mente idéntico a l del espectro del ciclo-iso-áMP in ic ia l,  que
g

no incluye en N e l  residuo b u t ir ilo . Este tiltimo puede estar 

entonces sólo en la  posición 2 '.  Se obtiene e l  mismo producto 

s i la  duración de la  reacción del iso-AMP con e l  anhídrido butí­

rico en presencia de p irid ina se prolonga a 8 días, lo que ..mues­

tra  la  baja reactividad del grupo amino N^.

Ejemplo 10
g g

Acido ciclo-N  -n-butil-adenosino-3',5'- fo s fó r ic o  (N -  

n-butil-ciclo-áM P).
g

Se transforman 175 mg de ácido N -n-butil-adenosino- 

5'- fo s fó r ic o  (N^-n-butil-AMP), preparado de acuerdo con e l Ejem­

plo 3, en la  sal trietilam ónica, que es cuidadosamente secada.

Se disuelve en 10 mi de dimetilformamida anhidra. Se introduce 

la  solución, gota a gota y durante 2 horas, en 10 mi de una mez­

c la  de volúmenes iguales, a l punto de ebullición, de formamida 

d im etílica  y p irid ina  anhidra, conteniendo ta l  mezcla 180 mg de 

DCHC. Se calienta durante 1 hora bajo re flu jo  y se agita conti­

nuamente a todo lo  largo de la  operación.
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Despuóy&e evaporarse hasta su secamiento bajo vacío, 

se recoge en 50 mi de agua. Se f i l t r a  para separar la  urea d i-  

c ic loh ex ilica  precipitada y se extracta la  solución dos veces 

con 20 mi de óter para eliminar e l DCHC. Luego se v ie r te  la  so­

lución acuosa sobre una columna (de 40 cm de altura y 2,8 cm de 

diámetro) de DEAE-celulosa en su forma bicarbonatada- Despuós de 

lavar la  columna con 500 mi de agua dos veces destilada, se efec­

túa la  elución a diferentes n iveles de concentración mediante la  

gradual adición a l agua de bicarbonato 0 ,HE trietilam ónico. Se 

empjhea un to ta l de 2 l it r o s  de mezcla. Se recuperan fracciones 

de 20 mi.

E l nucleótido c íc lic o  se h a lla  contenido en los tubos 

nómeros 60 a 81. Se evapora su contenido hasta su secamiento ba­

jo vacío, se añaden dos lo tes de metanol anhidro al residuo y se 

separan bajo vacío. Se absorbe e l residuo en 1,5 mi de metanol 

absoluto. Se precip ita  la  sal sódica del nucleótido c íc lic o  me­

diante la  adición de 20 mi de una solución 0,125 M de perclorato 

sódico en acetona anhidra. Se recupera e l sólido (100 mg) por 

centrifugación y lavado repetido con acetona anhidra.

La sal corresponde a la  fórmula empírica C^H^N^OgPNa 

y e l correspondiente ácido (preparado como se describe más ade­

lante) posee todas las características indicadas anteriormente 

a propósito del N^-n-butil-ciclo-AMP.

Ejemplo 11

Acido guanosino-3'*5 '-fosfórico %ciclo-GMP).

Se disuelven 150 g de GMP en forma del ácido lib re  en 

25 mi de formamida d im etílica. En e l  espacio de 2 horas se in tro­

duce la  solución, gota a gota, en una mezcla h irviente de 50 mi 

de p irid ina, 50 mi de formamida d im etílica  anhidra y 170 mg de 

DCHC. Se calienta durante 2 horas bajo re flu jo . Se agita  conti­

nuamente a todo lo  largo de la  operación.
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Después de evaporar hasta e l secamiento bajo vacío, 

se absorbe en 25 mi de agua, se f i l t r a  y se extracta 3 veces., 

con 15 mi de éter. Se evapora la  solución acuosa hasta su seca­

miento bajo vacío.

Aparte del ciclo-GMP, e l  residuo contiene una sustan­

c ia  que es de hecho ácido guanosino-N^,5'-fosfórico. Para hidro- 

l iz a r  e l  enlace fosfamídico, se absorbe en 10 mi de sosa cáus­

t ic a  0,2N y se calienta a 60a durante 45 minutos.

Después de su neutralización con ácido acético, se 

v ie rte  sobre una columna (de 40 cm de altura y 2,8 cm de diáme­

tro ) de DEAE-celulosa. Se lava la  columna con 300 mi de agua y 

se efectúa una elución a diferentes n iveles de concentración 

por medio de agua a la  que se anade gradualmente carbonato 

trietil-am ónico 0,1 M. Se emplea un to ta l de 3 l it r o s  de la  

mezcla. Se recuperan fracciones de 20 mi.

Las fracciones Nos. 40-64, que contienen e l ciclo-GMP, 

se evaporan hasta su secamiento bajo vacío. Se absorben en me­

tano! anhidro y se evaporan hasta su secamiento tres veces.

Luego se absorben en 1 mi de metanol anhidro y se precip ita  e l 

ciclo-GMP en forma de su sal sódica (38 mg) mediante adición de 

12,5 mi de una solución 0, 1N de perclorato sódico en acetona an 

hidra. Se recupera e l  producto por centrifugación y se lava 

con acetona anhidra. Tiene la  fórmula empírica C^H^N^OyPNa. 

HgO. Por sus diversas características (espectros UV e IR y  R  ̂

en varios d isolventes), resulta ser idéntico a l auténtico c ic lo -  

GMP.

E l GMP inalterado o regenerado se recupera lavando .. 

la  columna con bicarbonato 0,15 M trietilamónico.. Su sal t r ie -  

tilamónica puede someterse luego a la  serie de operaciones indi­

cadas para la  transformación en ciclo-GMP, lo  que permite in -
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crementar la  producción to ta l.

Los ejemplos que siguen se re fieren  a la  preparación 

de nuevos derivados del ciclo-^-ÍP.

Para los que llevan un sustitutivo en posición 8, la  

sín tesis puede efectuarse partiendo del ASP no c íc lic o  o del 

ciclo-AMP. En ambos casos, e l  producto intermedio es e l derivado 

8-bromado. El halógeno de este derivado es suficientemente mó­

v i l  s i se.trata  por sustitutivos nucleo fílioos. Puede sustitu ir­

se también por consiguiente por un grupo amino, su lfh id rilo , 

tiom etilo o h ldroxilo.

Los principios de la  sín tesis anteriormente indicados 

se ilustran mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 12

Acido 8-bromo-adenosino-3',5'-fosfórico ( 8-bromo-ci-

clo-AMP).

a) A partir del ciclo-AMP

Se disuelven 500 mg de ciclo-AMP en 0,75 mi de sosa 

cáustica N. Después de la  adición de 15 mi de agua de bromo sa­

turada, se deja durante 6 horas a temperatura ordinaria. Luego 

se agita con 10 g de carbono activo, específicamente norita, se 

lava primeramente con una mezcla de amoníaco:etanol:agua (15:60: 

25 en volumen) y luego con ácido clorhídrico y agua, se f i l t r a  

y se lava e l carbono con agua hasta quedar lib re  de iones Br*. 

Luego se efectda su elución mediante agitación con una mezcla 

de amoníaco, etanol y agua (15:60:25). Se evapora la  solución 

hasta su secamiento bajo vacío y se absorbe e l residuo en agua.

Se v ierte  esta solución sobre una columna (40 cm de 

altura y 2,8 cm de diámetro) de DEAE-celulosa en su forma b icar- 

bonatada. Se lava la  columna primeramente con 500 mi de agua. 

Luego se rea liza  su elución a diferentes n iveles de concentra­

ción por medio de la  adición gradual a l agua de bicarbonato
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trietilam ónico 0,1N. Se emplea un to ta l de 3 l i t r o s  de mezcla.

Se recuperan fracciones de 20 mi.

Las fracciones Nos. 35 a 60 se combinan y evaporan 

hasta su secamiento bajo vacio. El residuo es absorbido en me- 

tanol y evaporado tres veces. Para te m inar, se recoge en 5 mi 

de agua y se a c id ifica  a un pH 2, 5, que induce la  crista lización  

del producto. Se añaden dos volúmenes de alcohol y se deja re­

posar la  mezcla a Oa durante 24 horas. Luego se recupera e l sa­

lid o  porcentrifugación y se lava dos veces con 5 mi de alcohol 

absoluto, secándose seguidamente. Se obtienen asi 410 mg (67% 

de producción). La sal sódica tiene la  fórmula empírica 

C^H^N^OgPBrNa.

b) A pa rtir de 8-bromo-AMP

El 8-bromo-AMP se prepara de acuerdo con e l  mótodo de 

Ikehara, Uesugi y Kaneko, Chem. Commun. 17 (1967). La c ic l i -  

zación se efectúa de acuerdo con e l  mótodo de Smith, Drummond 

y Khorana, J. Amer. Chem. Soc. 8¿, 698 (1961).

Se disuelven 170,4 mg de 8-bromo-AMP (0,4 m.mol) en 

10 mi de p lrid ina que contienen 2 mi de agua. Se añaden 117,6 

mg de 4-morfolino-N-N'-diciclohexil-carboxamidina (0,8 m.mol).

Se evapora la  solución hasta su secamiento bajo vacio. Se recoge 

e l  residuo en 20 mi de p irid ina anhidra y se evapora de nuevo 

hasta su secamiento. Se repite dos veces esta operación para 

eliminar por completo e l agua. El producto es finalmente disuel­

to en 20 mi de pirid ina anhidra e introducido gota a gota duran­

te  una hora y media en una solución de 165 mg de d ic ic loh ex il- 

carbodiimida en 40 mi de p irid ina  calentada hasta su ebullición. 

Se mantiene durante dos horas más en re flu jo  h irvien te. Luego se 

evapora la  solución hasta su secamiento bajo vacio. El residuo 

es absorbido en 20 mi de agua; despuós de su filtra c ió n , se ex­

tracta  tres veces con 20 mi de óter. Se efectúa un fracciona-

30
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miento como en e l ejemplo anterior después de haber vertido la  

solución sobre una columna (de 20 cm de altura y 1,2 cm de diá­

metro) de DEAE-celulosa. El 8-bromo-ciclo-AMP obtenido (121 mg) 

posee las mismas propiedades que e l producto preparado bajo a ).

La producción puede mejorarse si la  c ic lizac ión  se efectda en 

presencia de formamida dim etílica (vóase Ejemplo 10).

Ejemplo 13

Acido 8-tio-adenosino-5 '-fosfórico (8-tio-AMP) y ácido 

8-tio-adenosino-3 ',5 '-fosfórico (8-tio-ciclo-AM P).

En este ejemplo, como en los tres siguientes, e l 8-  

bromo-AMP y e l 8-bromo-ciclo-AMP se tratan mediante reactivos 

nucleofílicos con eliminación del halógeno y sustitución de 

otros grupos.

a) 8-tio-AMP

Se* suspenden 50Ó mg de 8-bromo-AMP, bien pulverizados, 

en 50 mi de alcohol e t í l ic o  a l 90%; se introducen 200 mg de 

tiourea y se calienta la  mezcla durante 6 horas hasta su ebu lli­

ción con re flu jo , con agitación continua. El material in ic ia l 

ha desaparecido entonces por completo. Se neutraliza e l producto 

con trietilam ina y se fracciona sobre una columna de DEAE-celuloe 

sa bajo las condiciones anteriormente descritas. La elución del 

8-tio-AMP se efectda sólo s i la  concentración del bicarhonato 

trietilamónico se eleva desde 0,1M a 0,2M. Los tubos 120 a 150 

contienen e l producto deseado. Se sigue e l  procedimiento ante­

riormente descrito. El producto es crista lizado mediante disolu­

ción en 1 mi de agua, ajuste del pH a 2,5 y adición de 2 mi de 

alcohol e t í l ic o  absoluto. Se obtienen 250 mg (producción del 

52%). Tiene la  fórmula empírica C^QH^N^OyPS.

b) 8- t io - c i  clo-AMP

El mótodo de sustitución empleado en e l caso del 8-  

bromo-AMP resulta ser inaplicable a l 8-bromo-ciclo-AMP. Finalmen-
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te , se ha empleado e l  método asado en otros casos por Holme y 

Robins (J. Amer. Chem. Soc. 86, 1243 (1964)).

Se mezcla sulfuro de hidrógeno a baja temperatura en 

20 mi de una solución alcohólica 1H de e tila to  sódico para obte­

ner sulfhidrato sódico. Luego se separa e l exceso de sulfuro de 

hidrógeno mediante calentamiento hasta la  ebullición.- Luego se 

introducen 100 mg de 8-bromo-ciclo-AMP y se calienta la  mezcla 

con ebullición bajo re flu jo  durante 5 horas. Después de su neu­

tra lizac ión  con ácido acético, se evapora hasta su secamiento ba­

jo vacío, se recoge en 10 mi de agua y se fracciona bajo las 

condiciones habituales sobre una columna (30 cm de altura y 1,2 

cm de diámetro) de DEAE-celulosa. Se efectda la  elución del pro­

ducto solamente mediante bicarbonato trietilamónico 0, 1M; se en­

cuentra en las fracciones Nos. 80 a 110. Después del tratamiento 

inhabitual, se obtiene en condición crista lina  disminuyendo e l 

pE a 2,5; se re c r is ta liza  a p a rtir  de alcohol e t í l ic o .  Se obtie­

nen así 52 mg (producción del 58%). La sustancia tiene la  fórmu­

la  empírica

Ejemplo 14

Acido 8-tiometil-adenosino-3',5 '-fos fó rico  ( 8-tiom etil-

ciclo-AMP).

Se suspenden 100 mg de 8-bromo-AMP en una solución 1H 

de metil-mercapto sódico en alcohol absoluto y se calienta con 

ebu llición  bajo re flu jo  durante 6 horas. Luego se neutraliza con 

ácido acético y se evapora hasta su secamiento bajo vacío. El 

residuo se recoge en 50 mi de agua; se ajusta e l  pH a 3 y se ab­

sorbe e l nucleótido, con agitación, sobre 3 g de carbono activo. 

Se lava con agua y se efectda su elución mediante tratamiento con 

una mezcla de etanol, amoníaco concentrado y agua (60:15:25 en 

volumen). Se evapora la  solución hasta su secamiento bajo vacío 

y se recoge e l residuo en 10 mi de agua. Luego se fracciona bajo
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las condiciones habituales sobre una columna (50 om de altara y 

1,2 cm de diámetro) de DEAE^celulosa. E l producto deseado se en­

cuentra en las fracciones Nos. 45 a 60 (es necesario observar e l 

espectro UV tubo a tubo para efectuar una separación de otros dos 

productos no iden tificados). La sa l trie tilam ín ica  contenida en 

estas fracciones es transformada en sal sódica de la  manera an­

teriormente descrita. Se obtienen 36 mg (producción del 40%).

La sustancia tiene la  fórmula empírica SNa.

Ejemplo 15

Acido 8-hidroxi-adenosino-3'*5 '-fosf6rico ( 8-h idroxi-

ciclo-AMP).

Se disuelven 225 mg de acetato sódico anhidro recién 

fundido en 7)5 mi de ácido acético g la c ia l; se añaden 150 mg de 

8 -b romo -  c i  c lo -#1P en forma del ácido anhidro lib re . Se sumerge 

en un baño calentado a 1353 y se calienta durante 2 horas con 

ebullición y re flu jo  (a l cabo de 15 minutos e l nucleótido se ha 

disuelto por completo). Luego se evapora la  solución hasta su se­

camiento y e l residuo se recoge en 10 mi de agua.

Se efectda e l fraccionamiento sobre una columna de DEAE- 

celulosa bajo las condiciones habituales. El producto deseado se 

encuentra en las fracciones Nos. 50 a 70; éstas se combinan y 

evaporan hasta su secamiento bajo vacío. La sal trietilam ónica 

presente se transforma en una sal sódica bajo las condiciones 

ya descritas; se obtienen 85 mg (producción del 66%). El producto 

corresponde a la  fórmula empírica O^H^NgOyPNa.

Ejemplo 16

Aoido 8-amino-adenosino-5'-fosfórico (8-amino-áMP) y 

ácido 8-amino-adenosino-3',5'- fo s fó r ic o  (8-am ino-ciclo-#IP).

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

mida y se añaden 10 mi de metanol saturado con amoniaco. Se ca-



lien ta  la  mezcla en un tubo sellado a 87-92S durante 48 horas.

Se evapora e l  metano!, se añaden 10 mi de agua y se fracciona 

e l producto bajo las condiciones habituales en una columna de 

DEAE-celulosa. El producto deseado se obtiene en las fracciones 

50 a 70. Se combinan ástas y evaporan hasta su secamiento bajo 

vacío. E l 8-amino-#IP va acompañado en la  mezcla cruda por dos 

compuestos que presentan máximos menores y uno de los cuales es 

d i f í c i l  de separar del producto principal. "Este dltimo es no obs­

tante u tiliza b le  para e l siguiente procedimiento, aunque no da 

las c ifras  y análisis correctos. La producción obtenida es del 

70%# basado en la  cantidad de fósforo recuperada.

Se disuelven 176 mg de la  sal amónica t r ie t í l i c a  bien 

secada del 8-amino-AMP en una mezcla de 25 mi de p irid ina y 5 mi 

de agua. Se añaden 146 mg de 4-morfolino-N, N' -d ic ic loh ex il-car- 

, boxamidinio a l objeto de transfoimar e l  nucleótido en una sal so­

luble. Se evapora e l  producto hasta su secamiento bajo vacío, se 

recoge en 25 mi de p irid ina  y se evapora de nuevo hasta su se­

camiento; esta operación se repite dos veces. Finalmente se d i­

suelve e l residuo en 50 mi de p irid ina. Como se describe en e l 

Ejemplo 3 (b ), se efectda una c ic lizac ión  en presencia de 202 mg 

de diciclohexil-carbodiim ida disueltos en 50 mi de p irid ina. Se 

fracciona e l  producto de reacción en una columna de DEAE-celulosa 

bajo las condiciones habituales. E l producto deseado se encuentra 

en las fracciones Nos. 50 a 65, que son combinadas y-evaporadas 

hasta su secamiento bajo vacío. El producto se transforma en una 

sal sódica bajo las condiciones ya descritas.

Se obtienen 56 mg (producción del 32%). Esta producción 

puede incrementarse usando formamida dim etílica en la  c ic lización  

(Ejemplo 1) .  E l producto tiene la  fórmula empírica C^H^gNgOgP Na.
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Ejemplo 17

Acido 2-amino-adenosino-3',5'-fosfórico (2-amino-ciclo-

AMP).

El principio de la  sín tesis es como signe.

El material in ic ia l es 2-am ino-6-cloro-9 (2 ',3 ',5 '- 

triacetil-beta-D-ribofuranosilo)purina, que se prepara a p a rtir  

de guanosina. Los grupos acetilos se separan por amonólisis. Se 

tra ta  la  2-amino-6-cloro-9(beta-D-ribofuranosil)pnrina bajo con­

diciones m̂ s enérgicas con amoníaco, produciéndose 2-amino-ade- 

nosina. El producto se transforma en un derivado 2 ',3 '- isop ro - 

pilideno que, mediante fos fo rila c ión  con oxicloruro de fósforo 

en presencia de p irid ina y ácido fórmico (véase Asahi Chemical 

Industry Co. Ltd., patente francesa na 1.531.156), pr&duce 2-ami- 

no-AMP. Este ¿Itimo, mediante c ic lizac ión  en presencia de DCHC 

y foimamida dim etíüca (véase Ejemplo 2), produce finalmente 2- 

amino-cicío-H1P. Estos tres ¿ltimos productos son nuevos y forman 

parte de la  invención.

La 2-amino-6-cloro-9(2 ',3  ̂ ,5 '-tr ia cetil-b eta -D -rib o - 

furanosil)purina se prepara, partiendo de guanosina, ta l como 

describen Gerster, Levds y Robbins en "Methods in Nuclelc Acids 

Chemistiy" ("Métodos en la  Química de los Acidos Nucleicos"), , 

242. Se trata e l producto durante 14 horas a temperatura ordina­

r ia  con una solución saturada de amoníaco en metanol para desace- 

t i la r lo .  Se evapora bajo vacío y se re c r is ta liza  a p a rtir  de 

metanol.

La sustitución de cloro por un grupo amino necesita 

condiciones muy enérgicas. Se calientan 200 mg del producto an­

te r io r  durante 48 horas en un autoclave a 120S con 50 mi de amo­

níaco concentrado y se depositan crista les  de 2,6-diamino-nucleó- 

tido que, después de enfriarse (producción del 55 a l 65%) < son 

recuperados, lavados con alcohol y agua y secados.
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Este producto ha sido previamente preparado por un mé­

todo d iferente, pero e l  procedimiento de la  invención es más 

práctico.

Se suspenden 1,3 g del anterior producto en 220 mi de 

acetona, se aKaden 52 mi de propano dimetoxílico y 9,2 g de 

ácido p-tolueno-sulfónico monohidrato y se agita a temperatura 

ordinaria. Despuós de la  disolución del nucleótido, precip ita  e l 

sulfonato p-toluónico del derivado isopropilideno. A l cabo de 

una hora se recupera la  sal mediante centrifugación y se lava 

con acetona. Se descompone calentándola con 40 cm̂  de bicarbona­

to sódico a l 10%. Despuós de una completa disolución y evapora­

ción hasta su secamiento bajo vacio, se seca e l residuo mediante 

adición de 50 cm̂  de benceno, seguido de evaporación, tres veces. 

Se extracta con 150 mi, en to ta l, de cloroformo y se evapora has- 

, ta su secamiento. Se seca de nuevo mediante adición de 150 mi de 

benceno seguido de evaporación, dos veces. Se disuelve e l  res i­

duo en una cantidad mínima de cloroformo y se precip ita  mediante 

adición de un exceso de benceno. Se obtienen 1,2 g del producto, 

amorfo y cromato gráficamente homogóneo.

Para la  fos fo rilac ión , se introduce la  anterior sus­

tancia ( 1,1 g) en una mezcla de 3,5 mi de aceton itrilo , 1,74 mi 

de oxicloruro de fósforo, 0,46 mi de ácido fórmico anhidro y 1,5 

mi de p irid ina  anhidra. Se agita la  mezcla hasta su disolución en 

un ambiente fr ío  y se deja reposar a 3-43 durante 2 horas. Luego 

se introducen lentamente, a 03, 35 mi de agua, se agita la  mez­

cla  durante 2 horas a Os y se ajusta e l pH en 1,5 por medio de 

hidróxido sódico. Luego se calentó a 703 durante una hora para 

eliminar los  grupos isopropilidenos y seguidamente se agitó con 

16 g de carbono activo. Este d i timo se lava con agua. Se efectda 

la  elución del nucleótido absorbido por medio de una mezcla de 

etanol, amoniaco concentrado y agua (60:15:25 en volumen). Luego



se fracciona en una columna de DEAE-celulosa a diferentes n iveles 

de concentración por medio de bicarbonato amónico 0,35 M gradual­

mente añadido a l agua. El 2-amino-AMP se ha lla  contenido en las 

fracciones Nos. 100 a 140. Su sal trietilam ónica aislada bajo las 

condiciones habituales, se usa directamente para e l siguiente 

procedimiento (correspondiendo la  cantidad de fósforo presente 

a 640 mg de la  sa l).

La cic lización  se efectda usando 400 mg de sal t r i e t i l ­

amónica de 2-amino-AMP disueltos en 5 mi de agua. Despuós de la  

adición de 360 mg de 4-morfolino-N,N' -diciclohexil-carboxamidina, 

e l procedimiento es como se describe en los Ejemplos 1 y 2, usan­

do 510 mg de DCHC y 50 mi de formamida d im etílica. Mediante cro­

matografía en papel se revela, además del producto deseado, otro 

compuesto que emigra más rápidamente, que puede ser ta l vez (véa­

se Ejemplo 11) ácido 2-amino-adenosino-N^,5 '-fo s fó r ico . Después 

de evaporarse hasta su secamiento bajo vacio, se tra ta  la  mezcla 

cruda durante una hora a 602 con 50 partes de hidróxido 0, 1N só­

dico. Se neutraliza e l producto con ácido acético y se fracciona 

bajo las condiciones habituales en una columna de DEAE-celulosa. 

El producto es finalmente convertido en una sal sódica de la  ma­

nera indicada. Se obtienen 106 mg. E l producto tiene la  fórmula 

empírica C^QH ĝNgOgP Na*

Como se indica anterionnente, las sales de plata pueden 

precipitarse a p a rtir  de soluciones acuosas concentradas de las 

sales sódicas de lbs nucleótidos de la  invención 'y los ácidos 

lib res  pueden obtenerse mediante descomposición de las sales de 

plata por sulfuro de hidrógeno y luego, mediante neutralización 

por bases minerales u orgánicas, las correspondientes sales. Ade­

más, todos los compuestos son susceptibles de acilación en las po- 

siciones N ó 2'-0 y también en las posiciones N , 8-0, 8-s  y N .
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En particular, e l tratamiento con anhídrido butírico en presen-
¿r

cia  de p irid ina  produce derivados butirilados en N y 2^-0 e 

igualmente en las posiciones 8-0, 8-S, N y N . Estos compues­

tos son de in terés porque e l N^-dibutiril-2'-0-ciclo-.AElp muestra 

en muchos ensayos in vivo una acción superior a la  de la  base del 

nucleótido.

Ejemplo 18

N^,2' -0-d ibutiril-8 -tio-ciclo-AM P.

Se suspenden 75 mg de 8-tio-ciclo-JiMP en una mezcla 

de 2,5 mi de p irid ina anhidra y 1,25 mi de anhídrido butírico.

Se agita durante 3 horas para completar la  solución y se deja re­

posar a temperatura ambiente durante 20 horas. Se en fría  una so­

lución a -108 y se añaden cuidadosamente 1,5 mi de agua helada. 

Después de 3 horas de reposo a temperatura ambiente, se evapora 

hasta su secamiento con un elevado vacío y se mantiene bajo este 

vacío durante 24 horas. Se recoge en 5 mi de agua y se fracciona 

en una columna de DEAE-celulosa bajo las condiciones anterioimen- 

te indicadas. La fracción que contiene a l derivado butirilado se 

evapora hasta su secamiento; se coevapora varias veces con meta- 

nol anhidro y se recoge en 2 mi de etanol. Se añade la  cantidad 

teórica  de yoduro de bario en 1 mi de alcohol (basado en e l con­

tenido en fósforo de la  solución, para un átomo de P es necesa­

rio  1/2 de B'alg). La sal de bario precip ita  al cabo de algún 

tiempo y se recupera por centrifugación, lavándose con un poco 

de alcohol; se obtienen 29 mg del producto; una considerable can 

tidad del producto que permanece en los lico res  madres puede re­

cuperarse en foima menos pura mediante adición de 2 a 3 volúmenes 

de é ter anhidro. El producto tiene la  fórmula empírica 

OgPS.Ba/2

Por su composición y espectro IR, e l producto contiene 

sólo 2 grupos b u tir ilo s  que están indudablemente en las posicio-
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6 8 nes N y 2 '-0 . El grupo su lfh idrilo  de C° no ha reaccionado, lo

cual se explica por e l  hecho de que está completamente en la  

forma tautómera de la  tio-cetona.

En la  siguiente tabla se indican algunas caracterís­

ticas de estos derivados del ciclo-AMP que llevan sustitutivos 

en las posiciones 2 u 8.

Sustancia X Max ^Máx Rf en dos medios disolventes
A B

8-bromo-AMP (c ) 266 15200 0.43 0.63
8-tio-AMP (c ) 297d) 2400o(D 0.25 0.40

8-tiometil-AU!P
(o) 280 18400 0.48 0.66

8-hidroxi-AMP (c) 270 11500 O.38 0.48

8-amino-AMP (c) 273 16000 0.23 0.32

2-amino-AMP (c ) 258 10200 - -

282 10200 - -

S-amino-AMP 274 16100 0.05 0.23
8-tio-AMP 23^(1)

297d)
25200
24100

0.06 0.25

D ib u tir il-8-
tio-^ IP 246 19800 0.85 0.82

326 25500

A = etanol:acetato amónico 0,5M (5:2 en volumen)

B = isopropanol: sulfato amónico 1% (2:1 en volumen) 

25. ^m á& y ^máx. medidos a un pH 7̂  salvo indicación en

contrario.

C = c ic lo

( 1) = medido a un pH 11,0.

30



- 2 6 -

Ensayos b io lóg icos

Se ha examinado primeramente e l comportamiento de los
ñderivados del ciclo-AMP qne llevan  snstitutivos alquilos en N y 

del 2 '-0-butil-ciclo-iso-AM P respecto a la  h ip ó fis is  de ratas in - 

5. cubadas de acuerdo con una técnica conocida (M. Saffran en A.7.

Schally, J. Biochem. o f Ph ys io l., Canadá, 33* 408, 1955).

Después de una incubación de 1 hora a 38s en un medio 

Krebs-Ringer que contiene bicarbonato sódico y glucosa, la  hipó­

f i s is  de ratas que han estado en presencia de los  nuevos deríva­

lo. dos ha producido más hormona tireo tróp ica  que la  h ipó fis is  del

control, determinándose e l contenido de hormona tireotróp ica  en i  

los  productos de incubación, después de su dilución, por e l mé­

todo de McKenzie (j.M . McKenzie, Endocrinology, 63, 372, 1958).
1

Los resultados se exponen en la  siguiente tabla, en la  

15.' que las abreviaturas situadas en los encabezamientos de las co­

lumnas sign ifican , respectivamente:

20.

25.

30.

Respuesta segdn McKenzie -  Porcentaje de incremento de la  radioac

tiv idad  de la  sangre en unidades, me­

dido por minuto y por mi de sangre, 

después de 2 horas.

Respuesta covariación -  Respuesta calculada por covariación

después de una conversión a lo ga r it­

mos decimales.

Dunnet

S ign if. Estad.

mU HT 

mg hip.

-  S ign ificación estadística: n .s .: in­

sign ifican te; + importante (p = 0,05); 

++ muy importante (p = 0,01) .

-  Mili-unidades de hormona tireotróp ica .

-  Por mg de h ipó fis is .



Tratamiento Dosis en 
milimoles

Respuesta
según
McKenzie

Respuesta
coviaria-
oión

Dunnet S ign if. 
estad.

TSHmU
to ta l

TSHmU 
mg/hip.

Control — 140% 2.31 -  ' * * * 30.0 2.94

ANP (c ) 5 316% 2.59 4.53 X X 76.5 5.71

di-metil-AMP (c ) 3 298% 2.62 4.94 X X 70.5 5.73

mono-metí1-  
AMP (c )

3 250% 2.54 3.66 X X 54.0 4.20

Control * * 137% 2.25 ** 20.0 1.90

AMP (c ) 3 347% 2.66 5.36 X X 60.0 4.65

t-butil-AMP (c ) 1 186% 2.39 1.81 n.s. 26.0 2.05

n-butil-AMP (c ) 1 302% 2.60 4.57 X X 46.0 3.98

mono-metil- 
AMP (c ) 1 270% 2.51 3.41 X 40.0 2.95

O -bu tiril- iso -
AMP(e) 1 275% 2.56 4.13 X X 42.0 2.94

Control — 135% 2.00 - — 20.0 1.69

n-butil-.4FAP(c) 1 223% 2.23 3.77 X X 31.0 2.77

t-butil-AMF(c) 1 164% 2.08 1.28 n.s. 23.0 1.92

AMP (c ) 3 243% 2.26 4.24 X X 37.0 3.44

O-butirii'-iáo- 
AMP ( c ) ....  1.5 170% 2.13 2.10 n.s. 24.0 2.00

Se demuestra por esta tabla que los  nuevos derivados del c ic lo -  

A3HP, salvo e l derivado N -te rc .b u tílic o , han dado lugar a nota­

bles incrementos en la  liberación de hormona tireo tróp ica  in­

cluso a una dosis de una milimolócula, en tanto que e l  propio 

ciclo-AMP no tiene efecto alguno a esta dosis. La in fe r io r  ac­

tividad del derivado te rc .b u tílico , en este ensayo, en compara­

ción con e l derivado n-butílico, parece atribuible a l impedí-



mentó estórico, estando extendido e l radical n -bu tílico, mien­

tras que e l  radical t-b u tílic o  es compacto.

Por e l  contrario, en e l ensayo de la  acción sobre los 

melanóforos del lagarto Anolis, e l  derivado tere, bu tílico  y e l 

derivado bu.tilico noimal se comportan mas análogamente. Las con­

centraciones mínimas que han dado respuestas positivas en este 

ensayo han sido las siguientes:

AMP (c ) 1 milimol

Derivado monometilico 0 , 4 3 t<
X dim etílico 0 , 5 6 X

!) n -butilico 0 , 2 6 X
x t-b u tílic o 0, 2 8 X

Los derivados del ácido adenosino-3',5'-ciclo-monofos- 

f <3rico  que llevan sustitutivos en las posiciones 2 y/u 8 han s i­

do estudiados con referencia a la  liberación  in  v itro  de la  hor­

mona del desarrollo h ipofisario  en la  rata. La dosificación de 

la  hormona del desarrollo h ipofisario  (GH) y de la  prolactina 

(PR) ha sido medida por e leotro foresis  sobre gel.

La siguiente Tabla indica los resultados obtenidos.

Las concentraciones de nucleótidos se expresan en mi y las can­

tidades de hormona de desarrollo h ipofisario  liberadas en los 

medios de incubación se expresan en^¿ig/mg de h ipó fis is  y un 

porcentaje comparativo con e l control.



TABLA I I

Experimento Dosis (mM) GH

Í2 mi)

GH
,^g/
mghip.

%
con.referencia a l con­
t r o l

A
Cbntrol - 32 1.07 -

8-amino-AMP (c) 2 74 2.72 254

8-bromo-AMP (c ) 2 156 4.88 456

B

Control - 16 0.75 ***

ANP (c) 5 32 1.40 186

8-tio-AÜíIP (o) 2 92 4.53 604

8-hidroxi-ANP (c) 2 56 2.68 357

8-amino-AIáP (c) 2 32 1.55 206

C

Control - 36 1.29 -

AI.TP (c ) 4 66 2.65 205

. 8- f  j.ome t il-AMP ( c) 2 84 3.31 256

8-tio-AMP (c) 2 82 3.37 261

8-amino-Al^P(c) 2 54 2.21 171

8nbromo-AMP (c) 2 188 5.68 440

8-nidroxi-ANP (c) 2 72 2.98 231

D *

Control - 23 0.81 -

ANP (c ) 9 52 1.90 235

AMP (c ) 3 30 0.99 ' 122

2-amino-AMP(c) 2 41 1.47 181

S-tio-AÍ-IP (c ) 2 97 3.56 439

8-bromo-AMP(c) 1 53 1.75 216
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signe TABLA I I

Experimento Dosis
(mM)

CH CH

mg hip

%
con referencia a l control

E

Control - 21 0.69 -

8-tio-¿MP (c ) 1.5 62 2.19 317

8-hidroxi-#íP (c ) 4 66 2.34 339

F

!
Control - 20 0.82 -

8-amino-AMP(c) 4 44. 2.01 245

8-hi droxi-AI'iP ( c) 4 60 2.34 285

2-amino-níP (c ) 4 37 1.58 193

DBC^ 2 75 3.06 373

DBC^ 1.5 56 2.53 309

Control

2-amino-AMP (c ) 3

28

52

1.16

2.88 248

H

Control 16 0.72

4HP (c ) 4 20 0¿995 138

8-bromo-JMMP (c ) 2 72 3.54 490

N^ ,2 ̂ -O -d ibu tiril-8-  
tio-^MP (c ) 2 84 4.50 625

^DBC = , 2 ' -0 -d ib  n t i r i l - c i  clo-áMP.
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Los nuevos derivados del ciclo-AMP descritos en la  

presente so lic itud han demostrado una actividad superior a la  

del propio ciclo-AMP en e l estudio b io lógico de la  liberación 

de hormona. E l 8-tio-ciclo-áM P, e l  8-bromo-ciclo-AMP y sobre todo 

e l N ,  2 '-O -d ib u tir il-8-tio-ciclo-AMP, tienen una actividad supe- 

r io r  a la  del N ,2 '-0-d ibutiril-ciclo-AM P (EBC).

Los nuevos derivados del ciclo-AMP pueden emplearse en 

la  industria para los mismos fines que e l  ciclo-AMP, especialmen­

te en investigaciones bioquímicas, biológicas y farmacéuticas.

Los nuevos derivados san u tilizab les  en investigaciones 

sobre e l mecanismo de la  acción hormonal. Teniendo en cuenta que 

desempeñan un papel de segundo mensajero para la  acción hormonal, 

pueden sustitu ir la  acción de las propias homonas en e l orga­

nismo.

N O T A

La Patente de Introducción, que se s o lic ita  por diez 

años para España, de acuerdo con la  vigente Legislación, deberá 

recaer sobre: "PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE DERIVADOS NUCLEOSI- 

DOS", citándose como Fuente de Procedencia Solicitud de Patente 

en Francia nómero 69 34747 de 10-10-1969 y de Adición ndmero 

70 35682, de 2-10-1970, segtin las características esenciales de 

las siguientes:

R E I V I N D I C A C I O N E S

18.- Procedimiento de producción de derivados nucleósi- 

dos seleccionados entre la  clase consistente en:

A. Derivados del ácido adenoslno-3' , 5'-monofosfórico 

de fórmula:



5.

10.

15.

Cf' *- - v $

25.

X Y

\ N /
í

/
H0

en la  que e l va lo r de los símbolos X, Y, R̂  y Rg puede seleccio­

narse del caso en que R̂  y Rg y ano de los símbolos X e Y sean 

hidrógenos y e l otro símbolo X ó Y sea hidrógeno o alquilo, y 

cuando X e Y son ambos hidrógenos, R̂  es seleccionado entre la  

clase consistente en hidrógeno, bromo, su lfh idrilo , h idroxilo , 

tiom etilo y amino y Rg es hidrógeno o amino;

B. El derivado 2' - 0-b u tir ilo  del ácido iso-adenosino- 

3' , 5'-monofosfórico; y

C. Las sales de A y B formadas por sa lificac ión  del 

grupo h idroxilo ligado a l átomo de fósforo, que comprende la  

reacción de un derivado N -monoalquilo ó N ,N  -d ia lqu ilo  del áci­

do adenosino-5'-monofosfórico con p-n itrofenol en presencia de 

diciclohexil-carbo-diim ida y la  sujeción del áster obtenido a 

tratamiento con terc.butóxido potásico.

23.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segán la  reivindicación 1§, en e l que e l áster es tratado 

en la  forma de su sal trietilam ónica.



3 -.-  Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l  que la  producción 

de ácido 8-bromo-adenosino-3' ,5 '-monof'osfórico comprende la  su­

jeción del ácido 8-bromo-adenosino-5'-mono fosfórico  a l proceso 

5. definido en la  reivindicación 68 para efectuar una cic lizac ión .

43.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l  que la  producción 

de ácido 8-bromo-adenosino-3' , 5'-monofosfórico comprende la  suje­

ción de ácido adenosino-3' , 5'-monofosfórico a tratamiento con 

10. agua de bromo.

53.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores, en e l que la  producción 

de ácido 8-bromo-adenosino-3' , 5'-monofosfórico comprende la  reac­

ción de ácido 8-bromo-adenosino-5'-monofosfórico con d icic lohe- 

15. xil-carbo-diim ida en pirid ina, en presencia de dimetil-formamida.

68.-  Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores, de la  fóimula general

H H
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10.

15.
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25.

en la  que es seleccionado entre la  clase consistente en OH,

SH y SCHy que comprende la  reacción de ácido 8-bromo-adenosino- 

3 'y5'-monofosfórico con un reactivo seleccionado entre acetato 

sódico, sulfhidrato sódico y metil-mercaptato sódico, respecti­

vamente.

7 - .-  Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l  que la  producción 

de ácido 8-amino-adenosino-3',5 '-monofosfórico comprende la  suje­

ción de ácido 8-adenosino-5'-monofosfórico a l proceso definido 

en la  reivindicación 1S para efectuar una cic lizac ión .

8e.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l que la  producción 

de ácido 8-amino-adenosino-3',5'-monofosfórico comprende la  reac 

ción de ácido 8-amino-adenosino-5' -monofosfórico con d icic lohe- 

xil-carbodiim ida en p irid ina, en presencia de dimetil-fonnamida.

9&.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l que la  producción 

de ácido 2 '-O-bntiril-iso-adenosino-3'y5'-monofosfórico compren­

de la  sujeción de un compuesto seleccionado entre la  clase con­

sistente en ácido iso-adenosino-3',5'-monofosfórico y su sal 

trietilam ónica a la  acción de un agente bu tirilador.

103.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn la  reivindicación 93, en e l  que e l  agente "butirila­

dor es anhídrido butírico asado en exceso y la  reacción se e fec- 

tda en presencia de p irid ina a temperatura ambiente.

113.- Procedimiento de producción de derivados nucleó- 

sidos, segdn reivindicaciones anteriores en e l que la  producción 

de derivados bu tir ilo s  del ácido adenosino-3',5 '-monofosfórico 

que lle va  sustitativos por lo  menos en una de las posiciones 

2 y 8, en e l  que los  grupos b u tir ilo s  están fijados en posicio­

nes seleccionadas entre N^, 2'-O, N^, N^, 8-0 y 8-S, comprende



5.

10.

e l tratamiento de ácidos adenosino-3 ',  5 '-monofosfáricos que tien  

nen sustitutivos por lo  menos en una de las posiciones 2 y 8, 

con anhídrido butírico en presencia de p irid ina anhidra.

128.- PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE DERIVADOS NUCLEO-
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SIDOS.

Segdn queda sustancialmente descrito en la  presente 

memoria, que consta de trein ta y cinco hojas, escritas a máqui­

na por una sola cara.

Madrid, 1 de agosto de 1975

1
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