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E sta  invención se re lac io n a  con nuevos compuestos quí­
micos de u ti l id a d  te rap éu tic a .

De acuerdo con l a  p resen te  invención, se proporciona 
ácido iso-adenoalno-3 ' ,5 '-m onofosfórico (a l  que se hace referen­
c ia  aquí por brevedad como "iso-áRIP c íc l ic o " ) , correspondiente 
a  l a  fórmula

y sus sa le s .
Análogamente a l ácido adenosino-3* , 3 ' -monofosfóxico 

(áHP c íc l ic o ) ,  que actda como es sabido como segundo mensajero 
in t ra c e lu la r  respecto  a  un gran nómero de hormonas, e l  iso-ANP 
c íc l ic o  genera l a  d ispersión  de me lañó foros en l a  p ie l  de l a  r a ­
na In  v i t ro  y  l a  d ila ta c ió n  de melanóforos en l a  p ie l  d e l la g a r­
to  in  v i t ro  e increm enta l a  lib e ra c ió n  de l a  hormona tire to ro p e  
(TSK) p o r l a  h ip ó f is is  en la s  r a ta s  in  v i t ro ,  pero en todos esto s 
ensayos se m aestra claramente su p erio r a l  nucleótido  básico' (AEP 
c íc l ic o ) ,  lo  que es sorprendente.

puesto iso-AMP o íc lic o  se prepara mediante transform ación de iso— 
AMP (no c íc lic o )  en una forma de á s te r  p -n itro fen ó lico , por ac -
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De acuerdo con o tro  aspecto de l a  invención, e l  com­
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ción de p -n itro fen o l en presencia  de carbodiimida d ic ic lo h e x íli-  
oa y u l te r io r  tratam iento de este  á s te r  con (te rc)-bu tóx ido  potá­
sico i.

E l sigu ien te  ejemplo i lu s t r a  l a  producoián de iso-AMP
c íc lic o .
Preparación del ácido iso-adenosino-T  .5 '- fo s fó r ic o  (iso-AMP c í­
c lico ) y sus sa le s .

Se preparó e l  ácido iso-adenosino-5 ' -fo sfó rico  (iso-AMP) 
de acuerdo con e l  mátodo de Leonard y Laursen (Biochemistry 4,
354 (1965)).

Se d iso lv ieron  50 mg de iso-AMP, en forma d e l ácido l i ­
b re , cuidadosamente secado, en una mezcla de 2 mi de p lr id ln a  y 
2 mi de dimetilformamida. Se añadió 0,104 mi de tr i-n -b u tilam in a , 
557 mg de p -n i tro  fenol y 824 mg de carbodiimida d ic ic lo h e x ílic a .
Se agitó  l a  mezcla en l a  oscuridad durante 43 h o ras . Entonces en­
tró  en solución e l  nucleó tldo . Mediante crom atografía en papel 
(etano2/acetato  amónico, 0,5 M, 5:2 en volumen), se detectaron 
t r e s  sustancias: e l  á s te r  p -n itro fen ó lico  de iso-AMP, e l  co rres­
pondiente p iro fo sfa to  sim átrico y e l  exceso de p -n itro fen o l. Lue­
go se evaporó l a  solución h a s ta  su secamiento y se recogió e l  r e -  
siduo en 10 mi de agua. Despuás de su f i l t r a c ió n  y extracción por 
5 veces, se secó, cada vez con 10 mi de á te r , para  separar e l  p - 
n itro fen o l y e l  exceso de carbodiimida d ic ic lo h e x ílic a . Se v e r­
t ió  l a  solución acuosa en una columna (40 cm de longitud  y 2,8 
de diámetro) de celu losa DEAE en forma de su b icarbonato. Se la ­
vó l a  columna con 500 mi de agua doblemente d e s tila d a  y se efec­
tuó una elución mediante gradiente de concentración por medio de 
agua gradualmente dosificada con bicarbonato trie tilam ó n ico  0,1 M 
(pH 7,5) (empleándose h as ta  un t o t a l  de 3 l i t r o s  de m ezcla). Se 
recogieron fracciones de 20 mi. Mediante ind icación  por cromato­
g ra f ía  en papel, e l  á s te r  p -n itro fen ó lico  del iso-AMP se h a lla
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contenido en la a  fracciones 45- 80. E stas fracciones) mezcladas 
de nuevo en tre  s i ,  fueron evaporadas h as ta  su secamiento y co­
evaporadas v a ria s  veces con metanol para elim inar l a  t r ie t i la m i­
na . Producción: 76-80% de l a  d o sificac ión  to t a l  de fósfo ro , 

^máx., 256m^ <?máx., 19.600.
Se evapora l a  solución h a s ta  su secamiento. El r e s i­

duo, que es l a  s a l  tr ie tilam ó n ica  d e l á s te r , se seca sobre PgO  ̂
bago un elevado vacío . Sa obtienen 186 mg, que se disuelven en 
20 mi de sulfóxido d im etílico  anhidro, añadiéndose 2 mi de una 
solución de t-butóxido potásico en t-b u tan o l anhidro, lo  que pro­
duce l a  foimación de iso-ARP c íc lic o  con l a  lib erac ió n  de P -n itro- 
fena to , Al cabo de 3 horas a tem peratura normal, se añadieron 
10 veces l a  cantidad te ó r ic a  de DOWEX 50 (foxma NH^+), secado baj< 
vacío a 653. La mezcla fue ag itada y f i l t r a d a .  Se lavó l a  resin a  
con amoníaco 0 ,2  n  h a s ta  la  completa elución d e l nucleótido c í­
c l ic o . Se separó e l  amoníaco mediante evaporación con vacío y se 
produjo un fraccionam iento, como se in d ica  anteriorm ente, en 
una columna de ce lu lo sa  DEAS. Los tubos 70-100 contenían e l  nu­
c leó tid o  c íc lic o ; su contenido fue evaporado h a s ta  su secamiento 
bago vacío . El residuo se recogió en 0 ,5  mi de metanol y se aña­
dieron 2,5 mi de una solución 0,5 M de perc lo rato  sódico en ace­
tona; se completó l a  p rec ip itac ió n  mediante adición de 5 mi de 
acetona anhidra. Se recuperó l a  s a l  sódica por cen trifugación  y 
se lavó con acetona anhidra. Producción en la  d o sificac ión  de 
fósforo  y en absorción UV: 56%

^máx., 278 ánáx., 14.300 (en solución acuosa a un
pH 70).

Se p u r if ic a  de nuevo e l  producto por p rec ip itac ió n  de 
una solución acuosa concentrada por medio de n itra to  de p la ta  en 
un lig e ro  exceso. El p recip itado  se lava con etano l a l  50%. El 
a n á l is is  elemental de l a  s a l  de p la ta  dio lo s resu ltados correc-
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to s . Mediante descomposición en solución acuosa por medio de s a l -  
furo de hidrógeno, se obtiene una solución de iso-AMP c íc lic o  en 
forma de ácido l ib r e .  Este último es amorfo. Mediante n eu tra liz a ­
ción con una base mineral u orgánica, se obtienen la s  correspon­
d ien tes sa le s .

E l ácido iso-adenosino-3 ' , 5 '-m onofosfórico y gas sa les  
son ú t i le s  en investigaciones bioquímicas y  faxmacóuticas.

N O T A
La Patente de Introducción, que se s o l ic i ta  por d iez 

años para España, de acuerdo con la  vigente L egislación, deberá 
recaer sobre: "METODO DE PRODUCCION DEL ACIDO ISO-ADENOSINO-3', 5 ' -  
MONO FOSFORICO Y SUS SALES", citándose como Fuente de Procedencia: 
Patente en U. S.A. na 3.627.753,según la s  c a ra c te r ís t ic a s  esencia­
le s  de la s  sigu ien tes:

R E I V I N D I C A C I O N E S
13 .- MÓtodo de producción d e l ácido iso -adenoaino -3 ', 5' -  

monofosfórico y sus sa le s , de fórmula
WTT

que comprende la  reacción de ácido adenosino-3',5 '-m onofosfórico 
con p -n itro fen o l en presencia  de carbodiimida d ic ic lo h e x ílic a  y l a  
reacción d e l producto con terc-butóxido p o tásico .

H-C^----C-H
0=P 0 0-H

no



2 6 .-  NETO JO DE PRODUCCION DEL ACIDO lEO-ADENOSlNO-3'?5* 
-NO NO FOSFORICO Y SUS SALES.

Según queda snstanciaim ente d esc rito  en l a  presente 
memoria? qne consta de se is  hojas? e s c r i ta s  a máquina por una 
so la  cara#

Madrid, 1 de agosto de 1975
NELSON RESEARCH AND DEVELOEMENT COMPANY
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