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De acuexilo con la presente invencilén, se proporcions
4cido igo-adenogino=3',5'-monofosférico (al que se hace referen-
cia aguf por bievedad como "iso-AWP cfolico"), correspondients
a la férmula
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¥ sus sales.

Mmblogamente al 4cido adenosino=3t,5'-monofosférico
(auE efclico), que actda como es sabido come segundo mensajero
intracelular regpecto a un gran nimerc de hormonas, el 1go-AKP
ciclico genera la dispersién de melanéforos en la piel de la ra-
ne in vitro ¥y la dilatacidn de melandéfores en la piel del lagar-
to in vitro e incrementa la liberacidn de la hormona tiretorope
(2sH) por la hipéfisis en las ratas in vitro, pero en todos estos
ensayos se muestra claramente superior al nucledtido bésico (ANP
efclico), 1o que es sorprendente.

De acuerdo con otro aspecto de la invenecidn, el com=
puesto 1s0=-AP cfclico se prepara mediante transformecidn de igo=

AP (no cfclico) en una forma de éster p-nitrofendlico, por ac-
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cién de p-nitrofenol en presencia de earbodiimida diciclohex{li-
¢a ¥y ulterior tratamiento de este ater con (terc)-butéxido poté-
sico.

El siguiente ejemplo ilustra la produccidn de iso~ANP
efclico,

Preparacidn del Acido iso-adenogino-3!,5!=fosférico (iso—aMP ci-

elico) y sug saleg,

Se preparé el 4cido iso-adenogino~5'=fosférico (iso-AllP)
de acuerdo con el método de Leonard y Laursen (Biochemigtry 4,
354 (1965)).

Se disolvieron 50 mg de iso-aMP, en forma del dcido li-
bre, cuidadosamente secado, en ung mezcla de 2 ml de piridina ¥y
2 ml de dimetilformemida., Se afiadidé 0,104 ml de tri-n-butilamina,
557 mg de p-nitrofenol y 824 mg de carbodiimida diciclohex{flica.
Se agité la mezcla en la oscuridad durante 48 horas. Entonces en-
tré en solucidn el nucledtido. Mediante cromatografia en papel
(etanol/acetato eménico, 0,5 M, 5:2 en volumen), se detectaron
tres sustancias: el éster p-nitrofendlico de iso-AMP, el corres—
pondiente pirofosfato simétrico y el exceso de p-nitrofenol, Lue=—
g0 se evapord la solucidn hasta st secamiento y ge recogid el re-
giduo en 10 ml de agua. Después de gu filtracidn y extraceién por
5 veces, se secd, cada vez con 10 ml de éter, para separar el pe
nitrofenol y el exceso de carbodiimida diciclohexflica. S ver—
t1$ la solucidn acuose en una columns (40 cm de longitud y 2,8
de difmetro) de celulosa DEAE en forma de su bicarbonato. Se la-
v la columna con 500 ml de agua Qoblemente destilada y se efec-
tué una elucidn mediante gradiente de concentracidn por medlo de
agua gradualmente dosificada con bicarbonato trietilaménico 0,1 M
(pH 7,5) (empleéndose hasta un total de 3 litros de mezcla). Se
recogieron fracciones de 20 ml, Mediante indicacidn por cromato-

graffa en papel, el égter p-nitrofendlico del iso~AMP se halla



contenido en las fracciones 45-80. Estas fracciones, mezladas
de nuevo entre gf, fueron evaporadas hasta su secamiento y co-
evaporadas varias veces con metanol para eliminer la trietilemi-
na. Produccidn: T6-80% de la dosificacién total de fésforo.
De hméx,, 256ml5 Cméxe, 19.600.
Se evapora la solucidén hagta su secamiento. El resi-
duo, que es la sal trietilaménica del éster, se seca sobre 1’205
bajo un elevedo vacfo, Ss obtienen 186 mg, que se disuelven en
20 ml de sulféxido dimet{lico anhidro, afiadiéndose 2 ml de una
10, solucidn de t-butdxido potdsico en t-butanol anhidro, lo que pro-
duce ls formacidn de iso~-AMP eciclico con la liberacidn ds Penitro«
fenato, AL cabo de 3 horas a femperatura normal, se afiadieron
10 veces la cantidad tedrica de IOWEX 50 (forma NT.-I4+), gecado baj¢
vacio a 652, La mezcla fue agitada y filtrada. Ss lavé la resina
15 con amonfaco 0,2 M hastae la completa elucidn del nucledtido ci-
clico. Se separd el amonfaco mediante evaporacidn con vacfo y se
produjo un fracclonamiento, como se indica anteriormente, en
; una columng de celulosa DEAE, Los tubos 70-100 contenfan el nu-
cledtido cfclico; su contenido fue evaporado hasta su secemiento
20. bajo vacfo. El regiduo se recogié en 0,5 ml de mebtanol y se afla=
dieron 2,5 ml de una solucidén 0,5 M de perclorato sddico en ace-
tona; se completé la precipitacién mediante adicidn de 5 ml de
acetona anhidra., Se rccupcrd la sal sbédica por centrifugacidn y
se lavé con acetona anhidra. Produccidén en la dosgificacidén de
25 f6sforo y en absoreidn UV: 56% v
Améx., 278 my; Cméxe, 14.800 (en solucidn acuosa a un
pH 70).
Se purifice de nuevo el producto por precipitacién de
una solucidn acuosa concentrada por medio de nitrato de plata en
30. un ligero exceso., Bl precipitado se lava con etanol sl 50%. El
andlisig elemental de la sal de plata dio los resuliddos correc-
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tos. Nediante descomposicidén en solucidn acuosa por medio de sul-
furo de hidrégenc, se obtiene una solucidn de iso-AMP efclico en
forma de deido libre. Egte Ultimo es amorfo. iMediante neutraliza-
cién con una base mineral u orgdnicay se obtienen las correspon=

5e dientes sales.
El 4cido iso-adenogino-3t,5'=monofogférico y sus sales
gon dtiles en investigaclones bioquimicas y famacéuticas.
N 0 T A
La Patente de Introduccidn, que se solicita por diesz
10. afios para Eapafla, de acuerdo con la vigente Leglslacidén, deberd
recaer sobre: MMETODO DE PRODUCCION DEL ACIDO ISO-ADENOSINO=3',5'=
MONOFOSFORICO Y SUS SALES", citdndose como Fuente de Procedencias
Patente en UsS.4. 09 3.627,753,8eg8n las caracterfsticas esenclia~
les de lag mlguientest
154 REIVINDICACIONES

18 4= Método de produccidn del 4cido iso-adenosino=3!,5'=
monofosférico y sus sales, de férmula
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que comprende la reaceidn de 4cido adenosino-3t,5'-monofosfdrico
con p-nitrofenol en presencia de carbodiimida diciclohexilica y la

30. reaccidn del producto con terc~butdxido potdsico.
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28 .= METO0 DE PRODUCCION DEL ACIDO IS0-ADENOSINO-3*,3*
~MONOFOSFORICO Y SUS SALES.

Segin queds sustancialmente descrito en la presente
memorias que consta de seis hojas, escritas a miguina por una
g0la Carae

Maérid, 1 de agosto de 1975
NELSOI RESEARCH AND DEVEIOPMENT COMPANY
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