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MEMORIA DESCRIPTIVA

la presente invencidn se refiere a un procedimiento
para producir 2-tioadenosinas S~substituidas haciendo reac-
cionar una 2-tioadenosina con un haluro representado por la

férmula general BX. = = = = = = = = = = = 0 = = = o~ o ..

Adengs, la presente invencidn se refiere a un proce-
dimiento para producir 5'-monofosfato de 2-tioadenosina S-
-substituids ¥ su sal haciendo que un agente fosforilante
actie sobre wna 2-ticadenosina S-substitufda. Tambidn se Te,
fiere a la preparacidn de un vasodilator vascﬁlar coronario
e inhibidor de agregacidn para plaquetas sangufneas que com- |

prende los compuestos arriba GeScritoS. == = = = = = = — —

Hasta ahora, no sé han examinado suficientemente los
efectos farmacéuticos de las tioadenosinas 2-substituidas de
este tipo debido a le dificultad de su produccidn, si bien
Se esperan excelentes efectos farmacéuticos. Ademds, como
proceso para producir los citados compuestos, se conoce un
proceso que consiste en condensar 2-metil & etil tioadenina
¢ 2-iso-propil & n-propil tio-6-cloropuring y ribosa (M.H.

Maguire y otros, "Journal of Medicinal Chemistry", vol. 14,

. P. 415, 1971) o un proceso que consists en hacer reaccjonar
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2~cloroadenosina con un metil, etil, n—propil 0 iso=-propil
merceptano (la misma referencia; H.J. Schaeffer & H.J. Tho-
mag, "Journal of the American Chemical Society", vol. 80, p.

3738, °1958). No obstante, estos procesos implican cierto ni-

mero de etapas y son demasiado complicados para ser précti-

rcos en la produccidn de los compuestos citados. En el dlti-

mo proceso, es dificil obtener un mercaptano correspondiente
¥ los compuestos que tienen un alquilo inferior no presentan
una suficiente actividad inhibitoria de agregacidn sobre las

plaguetas sanguineas. = = = = = = = = = = = = = = = = = --

Miéhael y otros ya han encontrado que el 2-metiltic-
adenosina~5'~monofosfato presenta una actividad inhibitoris
de agregacion sobre las plaquetas sanguineas con baja toxi-
;idad ("Nature", vol. 222, p, 1073, 1969; patente britdnice,
ne 1,226,.699; y patente estadounidense n® 3.678.162). No
obstante, este compuesto no presenta una actividad suficien-
te de inhibicidn de agregacidn sobre las plaguetas sanguf-

NEBS: == v = o m o = o - - o = o am . = - - - e . - - -

Por consiguiente, el objetivo de la presente inven-
cidn es proporcionar 2-tioadenosinas S-substituidas nuevas
¥y 5'-monofosfatos de 2-tioadenosina S-substituidas nuevas y
su sal, un procedimiento efectivo para producir los compues-
tos fdcilmente y con elevado rendimiento y un vasodilator
vascular coronario e inhibidor de agregacidn, dtiles para

las plaquetas sangufneas. = = = = = = - 0 o - - - - .- .-

Las 2-tioadenosinas S-substituidas preparadas de

acuerdo con la presente invencidn estdn representadas por
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la siguiente fdrmula general: = = = = = = = = = = = = = = -

en la que R representa un grupo alilo, un grupo alilo substi-
tuido, un grupo beneilo, un grupo bencilo substituido, un
grupo dialquilaminoalquilo, un grupo alquilo que tiene 5 ¢
wds gtomos de carbono, un grupo cicloalquilo que tiene 5 &
nds dtomos de carbono o un grupo cicloalquilglquilo que tie~

ne 5 ¢ mds 4tomos de carboNO, = = = = = = = = = = - - o - =

Eaemplos del grupo alilo substltuldqlson un grupe ali
1lo substltuldo por un grupo metilo en la posicidn g- & y-,
por ejemplo, un grupo irans-crotilo ¢ p-metalilo Yy similares.
Ejemplos del grupo bencilo substituido son un grupo p-cloro-
bencilo, un grupo p-nitrobencilo y similares. Ejemplos del
grupo dialquilaminoalquilo son un grupo dietilaminocetilo y

Similares. = = = = = = & - - .- - - e e - oo

Ejemplos del grupo alquilo que tiene 5 & mds Stomos
de carbono son un grupo n-amilo, un grupo iso-amilo, un gru-
po n-hexilo, un grupo n-heptilo, un grupo n-octilo, un grups

n-nonilo, un grupo n-decilo, wn grupo 2-etilhexilo y simila-



5.

10.

15.

20,

res. Ejemplos del grupo cicloalquilo que tiene 5 & mds dto-
mos de carbono, son un grupo ciclopentilo, un grupo ciclohe~
xilo, ﬁn grupo cicloheptilo y similares. Ejemplos del grupo
cicloalquilalquilo que tiene 5 & mds 4tomos de carbono son m

grupo ciclohexilmetilo y similares, = = = = = = = o = = = .

. Ios 5'-monofosfatos de 2-tioadenosins S-substituida

se representan por la siguiente férmula general: = = = = - =

¥ su sal, donde R es como se ha definido anteriormente. - -

-

Las 2-tioadenosinas S-substitufdas preparadas segin
la presente invencidn pueden obtenerse haciendo reaccionar
una 2-tioadenosina representada por la siguiente fdrmula es-

tructural: = = = = = o e e e e e h el C D h e D .o o
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RX

en presencia de un dlcali. R' representa un grupo alquilo,
un grupo cicloalquilo que tiene 5 & mds dtomos de carbono o
un grupo cicloalquilalquilo que tiene 5 ¢ mds dtomos de cer-
bono, un grupo alilo, un grupo alilo substituido, un grupo
benéilo, un grupo bencilo substituido y un grupo dislquila-

minoalquilo. = = = = = = = - - ;- .- . e o - m . e m e .

Ios haluros usados ventajosamente en la invencidn i-
;luyen metilyoduro, propilbromuro, bencilbromuro,p-cloroben-
éiléloruro, p-nitrobencilbromuro, alilbromuro, dietilamino-
etiléloruro, trans-l-cloro-2-buteno, B-metalilecloruro, n~-amil
bromuro, iscamilbromuro, n-hexilbromuro, n-octilbromure, n-
-nonilbromuro, n-decilbromuro, n-heptilbromuro, ciclopentil-
éloruro, ciclohexilbromuro, ciclohexilmetilbro?uro, 2-etil-

-n-hexilbromuro, etc. = = = = = = = = = & N —— = = - -

Para la realizacidn de la reaccidn entre 2-tioadeno-

~ sina y un haluro, se hace reaccionar la 2-tiocadenosina con

un haluro a una temperatura de 02C a 1002C en agua o en un

disolvente orgdnico en presencia de wn dlcali, = = = - = =

Como disolvente de la reaccidn, puede utilizarse cual
quier disolvente siempre que disuelve tanto la 2-tioadenosi-
na como el haluro y no reaccione con los materiales de parti-
da o el producto resultante. Por ejemplo, preferentemente

se utiliza agua o0 un alecohol, = = = = - - - - - - - - o - o
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Como &lcali, se utiliza un metal alcalino, un hidrd-

xido de metal alcalino (por ejemplo, hidrdxido sddico, hidid-
xido potésico, etc.) y aminas orgdnicas (por ejemplo piridi-~

na, trietilamina, ete.). = = = = = = = 0 = o o o o oo oo

Se utiliza el haluro en una cantidad desde equimolar
& un exceso molar de diez veces, en base a la 2-tioadenosina.
Se utiliza el dlcali en una cantidad desde equimolar a un ex-
ceso molar de diez veces en base a la 2-tioadenosina, pero se

prefiere una cantidad equimolar. = = = — = = = = = = = = o -

Se realiza la reaccidn a una temperatura de 092C a
1009C durante un periodo de 30 minutos a 100 horas. EL pro-
ducto de reaccion suele obtenerse como precipitado de la so-
lucidén de reaccidn. Si no se forma precipitado alguno, se
puede separar el producto y depurarlo o purificarlo con fa-
cilidad segun un método de uso comin tal como cromafografia
enrcolumna, crometografia en papel y similares'o se puede
obtener el producto como materia cristalina~heutralizando ¥y
concentrando la solucidn de reaccidn y traténdola con un di-

solvente apropiado. - = = = = = = = = © - & 4 - 4 4 L 2 o

El procedimiento de la invencidn es excelente en el
sentido de que el producto final puede obtenerse con proca-

sos sencillos con buen rendimiento. = = = =~ = = ¢ o - - - -

La 2-tioadenosina de partida puede Prepararse, por
ejemplo, haciendo reaccionar 2-cloroadenosina con una sal

dcida de metal alcalino de HyS segin se describe en la soli-
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Ios 5'-monofosfatos de 2-tioadenosina S-substituide
Se producen por fosforilacidn de un grupo hidroxi situado e€n
la posicidn 5' de una correspondiente 2-tioadenosina S—sube -

tituida, == = = = = = = - e e e e e e e -

En el procedimiento de la invencidn, un agente fosfo-
rilante puede hacerse actuar sobre el material de partids,
en el cual los grupos hidroxi de las posiciones 2'- y 3'-
estdn protegidos con grupos protectores de uso comin tales:
éomo un grupo acetilo, benzoilo, isopropilideno, ete. Altﬁr-
nativamente, puede fosforilarse selectivamente wun grupo hi;
droxi en la posicion 5' haciendo actuar, bajo condiciones
apropiadas de reaccidn, un agente fosforilante sobre el ma~
terial de partida en el cual los grupos hidroxi en las posi-

ciones 2' y 3' no estdn protegidos, = = = = = = = - = = = -

Como agente fosforilantes a aplicar a uﬁa 2-tioade~
nosina S-substituida cuyos grupos hidroxi en lés posiciones
2' y 3! estdn protegides, se utilizan el oxicloruro fosforo-
S0, el pentacloruro fosforoso, el oxiclorurc fosforoso par-
cialmente hidratado, el cloruro de pirofosforilo o similares
en presencia o ausencia de un disolvente orgdnico apropiédo
segin el método fosforilante practicado comunmente para nu-

Cleosidos, = = = - = - e e e e e e e e e e e o e

Ademds, puede fosforilarse selectivamente un grupo
hidroxi en la posicidn 5' de una 2-ticadenosina S—-substitui-

da cuyos grupos hidroxi en las posiciones 2' y 3! no estdn
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protegidos. O sea, un grupo hidroxi en la posicion 5' del
material de partida en el cual los grupos hidroxi en las pc-
siciones 2' y 3' no estin protegidos, puede fosforilarse s¢-
lectiva y cuantitativamente aplicando oxicloruro fosforoso,
oxicloruro fosforoso parciglmente hidratado, pentaclo:uro
fosforoso o cloruro de pirofosforilo al material de partida
en presencia ¢ ausencia de un disolvente orginico tal como
m-cresol, acetonitrilo, trietilfosfato, etilacetato, piridi-

na 0 similares., = = = = = = = = - - - — . . - - - .- - -

En la presente invencidn, se utiliza el agente fos-
forilante en una cantidad equimolar o un exceso molar con
respecto al material de pertida y, apropiasdamsnte, en una
cantidad de 2 a 10 veces la cantidad equimolar. La reaccion
suele realizarse a wna temperatura de aproximadamente -252(C ‘
a aproximadamente +309C durante un periodo de 1 a 10 horas.
EL producto de reaccidn asi obtenido se convierte en un de-
rivado de 5'-fosfato afiadiendo 2l mismo agus helada para hi-
drolizarlo. Cuendo el producto aéi hidrolizado es un deri-
vado de 2',3'~isopropilideno, el grupo iscpropilideno puede
eliminarse, por ejemplo, hidrolizando a 602C durante 1 hora
a pH 2, mientras que cuando el producto hidrolizado es un de-
rivado de 2', 3'-di-O-acetilo, los grupos acetilo pueden eli-
minarse, por ejemplo, hidrolizando a 372C durante 24 horas a
pH 10. El 5'-monofosfato de 2-tiocadenosina S-substifuida
asi obtenido puede recogerse como un compuesto de tipo H o
como una sal farmacoldgicamente aceptable tal como un com-

puesto tipo sal Li, sal 2Li, sal Na, sal 2Na, sal X, sal 2K,

B
i



10.

15.

20.

25-

- 10 -

sal NH4, sal 2NH4, sal Ba o tipos similares., = = - = -« - —.

Les 2-tioadenosinas preparadas segun la presente in-
vencidn son Utiles como vasodilator coronario e inhibidor de
agregacidn para plaguetas sanguineas y, en cuanto a las ac-
tividades farmacoldgicas, se puede hacer referencia a la si-
guiente bibliografia: M. H. Maguire y otros, "Journal of Me-
dicinal Chemistry", vol. 14, p. 415, 1971, J. A. Argus y
otros, "British Journal of Pharmacology" vol. 41, p. 592,
1971, R. Einstein y otros, “"European Journal of Pharmacolo-
gy", vol. 19, p. 246, 1972, G.V.R. Born y otros, "Nature",
vol. 205, p. 678, 1965, F. Wichael y otros, "Nature", vol.
222, p. 1073, 1969 y M.A. Packham y otros, "American Journal
of Physiology", vol. 223, p. 419, 1972, = = = = = = = = = =

Las 2-tioadenosinas S-substituidas obtenidas segin
la presente invencidn demostraron una inhibicidn del 30 al
100% de wna agregacidn inducida por adenosina-5'-difosfato
(lO—SM) o de una agregacicn inducida por coiégeno de una sus-
pensidn de plaquetas sanguineas de conejo y ser humano (me-
dida segin el método de Born y Cross, descrito en "Journal
of Physiology", vol. 168, p. 178, 1963) a un nivel de 10~ %y

tal como se ilustra en los siguientes ejemplos en la Tabla

II y la Tabla III. = = = = = = = = = = & = m o mm o= o

Los 5'-monofosfatos de 2-tioadenosina S-substituids
obtenidos por la presente invencidn demostraron una inhibi-
cidn del 30-90% de una agregacién inducida por adenosina~5'-
-difosfato (10_5M) de una suspensidn de plaquetas sanguineas

segun el método arribe descrito, utilizando una suspensidn
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que contenia plaquetas del ser humano o del conejo a un ni-
vel de 107K tal como se ilustra en el siguiente ejemplo en
la Tabla IV. Esta activided inhibitoria de 5'-monofosfatos
de 2-tioadenosina S-substituida no se disipa sino que dura
incluso cuando se trata en plasma a 372C durante 120 minutos.
Ios compuestos preparados segin la presente invencidn pre-
sentan una accidn imhibitoria de agregacidn mas fuerte sobre
plaquetas sanguineas que el compuesto homdlogo, el 5'-mono-
fosfato de 2-metiltiocadenosina, Por lo tanto, los compues-
t08 preparados segun la invencidn son de un valor dtil ex-

tremadamente grande como farmaco, = =~ - = - - = - - - - - =

La 2-tioadenosina S-substituida de partida puede
Prepararse haciendo reaccionar 2-ticadenosina con un hidro-
carburo halogenado, haciendo reaccionar una 2-tio-6-benzoil.-
adenina S-substituida con un haluro de 2,3,5-tri-O-acil-p-
-ribofuranosilo o haciendo reaccionar una 2-tio-6-cloropuri-
na S-substituida con tetra-O-acetil-ribofuranosa, tal como
Se describe en las solicitudes de patente japonesa nos.

60464/72, 57366/72, 59423/72, 59422/72 y 57365/72. = = - = = :

Ejemplo 1 de referencia

2-Benciltioadenosinas

Se mezclaron 10 m moles de 2-benciltio-6-cloropuri-
na y 10 m moles de tetra-O-acetil-ribofurancsa y se hicie-
ron reaccionar entre si a 140-1602C durante 20 minutos a
presion reducida. A continuacidn se afiadieron 100 ml de me-

tanol absoluto que contenia amoniaco y se tratd todo a 09C
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durante 2 dias. Después de concentrar la mezcla, se afadid
etanol 2 la misma para obtener un producte cristalino. La
recristalizacidn a partir de agua-etanol did 3,1 g (un ren-
dimiento del 74%) del producto deseado con un punto de fu-

Sidn de 151-15420. = = = = = = & o e o o oo e o o

Valor R, en cromatografia de papel (disolvente: n-

-butanol/agua = 84:16) : 0,73

UV: A max (pH 1)  272,5 mp (€: 17000)
Amax (pH 7) 235 mp (£: 24100)

278  mp (£: 16000)

Amax (pH 13) 234 mu (€: 24600)

278  mu (€: 16000)

Andlisis elemental:
Calculado para Cl7H1904NSS.1/2H20.1/202H50H:

¢, 51,29; H, 5,49; N, 16,61; §5,7,60%
Hellado: ¢, 51,40; H, 5,52; N} .16,73; S,7,45%

Ejemplo 2 de referencia

2-Beneilticadenosina:

:
Se atfladieron 10 m moles de 2-benciltio—-6-benzoilade-|

nina a 50 ml de una solucidn al 50% de etanol, y a la mis-
ma se afiedieron 10 m moles de sublimado corrosivo. Al afia-
dir a la misma 0,4 ml de una solucidn de sosa cdustica al
10%, se obtuvo una sal HgCl de 2-benciltio—-6-benzoiladenina,

precipitada. EL precipitado asi formado se filtrd, se secd
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¥y se afiadid a 200 ml de xileno anhidro. A continuacidn, se
afiadieron gradualmente 100 ml de una solucidn de xileno que
contenia 12 m moles de bromuro de 2,3,5-tri-O-benzoil-p-D-
~-rivofuranosilo y se traté a reflujo durante 3 horas. En-
tonces, se concentrd el filtrado resultante, se disolvid er
clofoformo, se lavd con una solucidn al 30% de yoduro potd-
sico y a continuacidn con agua, se secd y se concentrd has-
ta la sequedad. Al residuo se afiadieron 100 ml de un meta-
nol absoluto que contenia amoniaco y, después de tratamien-
to durante 2 dias a 02C, se concentrd la mezcla a lo que si-
guid la adicidn = la misma de etanol para obtener un produc-
to cristalino. La recristalizacion a partir de agua-etanol
rindid 2,52 g (60% de rendimiento) del producto deseado que

tenia un punto de fusidn de 152-1542C. = = = = = = = = = « -

Valor Ry en cromatografia de papel (disolvente:

n-butanol/agua = 84:16) 0,73

N

uv: Amax  (pH 1) 272,5 mp (€:+17000)
Amax (pH 7) 235 mp (£: 24100)

278 mu (€£: 16000)

Amax (pH  13) 234 mp (€: 24600)

278 mp (€: 16000)

Anglisis elemental:

Calculado para C17H1904N58 .1/2H20 .1/2¢ 2H50H:
¢, 51,29; H, 5,49; N, 16,61; S, 7,60%

Hallado: ¢, 51,30; H, 5,71; N, 16,71; S, 7,34%
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Ejemplo 3 de referencia

2-Tioadenosina

Se disolvieron 2,0 g de 2-clorcadenosina en una so-
lucidn de 20 ml de sulfuro de hidrégeno anhidro ¥y 1,5 g de
sodio metélico en 80 ml de dimetilformamida al que siguid
la reaccidn en estado anhidro a una temperatura de 802C du-
rante 5 horas. Se diluyd la mezcla resultante de reaccidn
con 80 ml de agua y se neutralizd con dcido acético. A con-
tinuacidn se concentrd la mezela y se disolvid en 75 ml de
una mezcla de n-butanol y agua (2:1) y se afiadieron a la mis
ma 25 ml de dcido acético.” Ios cristales que se formaron al
dejar reposar se filtraron para obtener 2,1 g (rendimiento
del 100%) de 2-tiocadenosina. Se obtuvo un producto puro di-
solviendo la 2-tioadenosina en amoniaco acuoso diluido y

ajustando el pH de la solucion con dcido acdtico 2 4. — = -

Punto-de fusidn: 196-1992C (con descomposicidn) = = = - - -

-

Uv:e Amax (pH 1) 238,5 mp (£: 13800)
7 293 mu (£: 18400)
Amax  (pH 3,2) 239 mp (£: 19300)

Amax  (pH 13) 243  mp (€: 19100)
283 mp (€: 14000)
Amin  (pHE 1)  220,5 mu (€: 9400)
256,5 mp (€: 2800)
Amin  (pH 3,2)  251,5 mp (E: 3100)
Amin  (pH 13) 227  mp (£: 12500)

259 mp (€: 7100)
pKa: 7,8
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7] 252C
Rotacidn especifica:| a D = =43,62 (¢:0,5, dimetilfor~
mamida)

Anglisis elemental:

Calculado para ClOH13O4N5S.H20:

¢, 37,89; H, 4,77; N, 22,09; s, 10112%
Hallado: ¢, 37,67; H, 4,88; N, 21,82; S, 10,22%

El espectro de resonancia magnética nuclear del pro-

ducto se correspondia totalmente con su estructura. = = - -

Ejemplo 1

2-Benciltioadenosina:

Se disolvieron 100 mg de 2-ticadenosina en 1,26 ml
de agua que contenia 0,315 m mol de hidrdxido sddico, y 54,0
mg (0,315 m mol) de bromuro bencilico se afiadieron a la mis-
ma y se agitd la mezcla durante la noche a temperatura am-
biente para provocar la reaccidn. EL precipit?do formado
fue filtrado y recristalizado de agua-etanol. Asi se obtu~
vieron 99,7 mg (rendimiento del 68%) del producto deseado

con un punto de fusidn de 151-1559C, = = — = = — — - — — —

Valor Ry en cromatografia de papel: (disolvente:

n-butanol/agua = 84:16) 0,73

UV: Amax (pH 1) 272,5 mp (€: 16400)
Amax (pH 7) 235 mp (£: 23900)

278 mp (€: 15900)

Amax  (pH 13) 234 mu (&: 24600)

278 mu (€ : 15900)
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Andlisis elemental:

Calculado parz CqqHy g0 4858 -1/2H,0 .1/202}{503:
¢, 51,29; H, 5,49; N, 16,61; S, 7,60%
Hallado: ¢, 51,28; H, 5,66; N, 16,81; S, 7,25%
5. Ejemplo 2

2-p-Clorobenciltioadenosina:

Se disolvieron 100 mg (0,315 m mol) de 2-tioadenosi-
na en 1,26 ml de agua que contenia 0,315 m mol de hidrdxido
sédico, y se afiadieron 50,7 mg (0,315 m mol) de p-cloroben-

10. ceilecloruro a la misma y se agitd durante la noche a temperi-
tura ambiente para la reaccidn. EL precipitadc formado fu:
filtrado y recristalizadc a partir de agua-etanol., Asy se
obtuvieron 89 mg (rendimiento del 64%) del producto deseadn

con un punto de fusidn de 209-2108C., == = = = = = = = = .-

15, Valor Rf en cromatografia de papel: (disolvente:

-

n-butanol/agua = 84:16) 0,79

UV: Amax (pH 1) 272 mp(6: 16400)

Amax  (pE  7)  233,5 mu(e: 28800)

278 mu(e: 16400)

20. Amax (pH 13) 278 mp(e: 15800)

Andlisis elementals
Celculado para Gy 7ty g0 HsSCL. 1/3C2H50H:

C, 48,30; H, 4,58; N, 15,94; S, 7,30%
Hallado: Cc, 48,00; H, 4,79; N, 15,79; S, 7,12%
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Ejemplo

3

2-p-Nitrobenciltioadenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,630 m mol) de 2-tioadenosi-

na en 2,7 ml de agua que contenia 0,7 m mol de hidrdxido sd-

5. dico. A esta disolucidn se afiadieron 163 mg (0,7 m mol) de
p-nitrobencilbromuro y, despuds de celentar a 702C durante

10 minutos, se agitd la solucidn a temperatura ambiente du-

rante la noche para reaccionar.

filtrado, lavado con cloroformo y recristalizado a partir ce
10. agus—-etanol para obtener 211 mg (rendimiento del 72%) del

producto deseado con un punto de fusicn de 131-1322C, = — -

Valor Rf en cromatografia de papel: (disolvente:

El precipitado formado fue

n-butanol/agua = 84:16): 0,67

(disolvente: n~butanol/dcido acético/agua

15. 2:1:1) 0,82
UV: Amax (pH 1)

Amax (pH 7)

Amax (pH 13)
20.

Andlisis elemental:

Calculado para C17H1806S.1/2H20.l/ZCZHSOH:

Hallado:

272
233
277
233
278

C, 46,34; H, 4,75; N, 18,014
C, 46,34; H, 4,72; N, 17,94%

mp (€
mp (€3
mp (€:
mp (€3
mp (€3

21.800)
24700)
23800)
23300)
22300)
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Ejemplo 4

2-Aliltioadenosina:

Se disolvieron 100 mg (0,315 m mol) de 2-tioadenosi-
na en 1,26 ml de agua que contenia 0,315 m mol de hidrdxido
sddico y se afiadieron z la mezcla 38 ml (0,315 m mol) de alil
bromuro y se agitd la mezcla durante la noche s temperatura
ambiente. El precipitado asi formado fue filtrado y recris-
talizado con etanol para obtener 90 mg (rendimiento del 76%)
del producto deseado con un punto de fusidn de 161-1632C. - -

Valor R, en cromatografia de papel: (disolvente:

n-butanol/agua = 84:16) 0,61

UV: Admex (pH 1) 272 mu(€: 16100)
Amax (pH 7) 235 mp(€: 21400)
278 mp(€ : 15000)
Amax (pH 13) 234 mp(e: 21700) .
278 mp(€ : 14900)

Andlisis elemental:
Calculado para 013Hl7o4N58.3/402H50H:
c, 46’57; H, 5,79; N, 18,73; S, 8957%

Hallado: ¢, 46,26; 4, 6,08; N, 18,79; S, 8,15%

Ejemplo 5

Clorhidrato de 2-dietilaminoetiltioadenosina:

Se disolvieron 100 mg (0,135 m mol) de 2-tioadeno§;
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na en 1,26 ml de agua que contenia 0,630 m mol de hidrdxido
sddico,'y se afladieron a la mezcla 54,2 mg (0,315 m mol) de
clorhidrato de dietilamino etilcloruro y se agitd la mezcla
durante la noche a temperatura ambiente pars reaccionar. A
continuacidn se neutralizd la solucidn de reaccidn con dcido
clorhidrico y se realizd una cromatografia preparativa en pa
pel seguida de extraccidn de la mancha del producto. A con’i
nuacion se pasd el extracto a través de una columna Dowex 1
(C17) y se cristalizd el producto deseado de isopropanol.

la recristalizacidn de etanol rinde 66 mg (50,0% de rendi-
miento) del producto deseado con un punto de fusidn de 217.-

2189C (d), === = = = == m o mmm e m e m o o

Valor Re en cromatografia de papel: (disolvente:
n-butanol/agua = 84:16) 0,18
(disolvente: n-butanol/deido acético/agua =

2:1:1) 0,62

\

UV: Amax (pH 1) 270,5 mp (£: 15400) ~ |
Amax (pH 7) 232 mp (£: 24200)
275 mp (E: 15800)
Amax (pH 13) 235 mp (£: 21500)
278 mp (€: 15400)

Anflisis elemental:

Calculado para C16H2004N6S.Hcl

¢, 44,18; H, 6,25; N, 19,32%
Hallado: C, 44,28; H, 6,21; N, 19,58%
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Ejemplo 6

2-(trans-Crotil)tioadenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-tioadenosi-
na en 2,52 ml (0,63 m mol) de NaOH 0,25N, y se afiadieron a
la mezcla 57 mg (0,63 m mol) de trans-l-cloro-2-butenc y se
agitd la mezcla durante la noche a temperatura ambiente. Pl
precipitado formade fue recristalizado de agua para obtener
141,5 mg (rendimiento del 64%) del producto deseado. Punto
de Tusicn 90-939C, = = = = = = = & & D m e m e e mm o m

UV: Amex (pE 1) 272 m
Amax (pE 7) 235, 278 mu
Amax (pH 13) 234, 278 mu

Andlisis elemental:

1481904 Ns 8¢

C, 47,58; H, 5,42; N, 19,82%

Calculado paras C

Hallado: C, 47,42; H, 5,36; N, 19,91

Ejemplo 7

2-(B-Metalil)tioadenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-tioadenosi-~
na en 2,52 ml (0,63 m mol) de NaOH 0,25N, y se afiadieron a
la mezcla 57 mg (0,63 m mol) de B-metalilecloruro. A conti-
nuacion, se afiadieron 5,0 ml de etanol y se agitd la mezcla
durante la noche a temﬁeratura ambiente para reaccionar.

Después de concentrar la solucidn de reaccidn, se lavd el
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residuo resultante con éter de petrdleo y se cristalizd de
agua. la recristalizacion de agua rindid 159,3 mg (70,0%

de rendimiento) del producto deseado. Punto de fusidn 116-

12180, = = = = o e e o e e e e e o -
Uv: Amex (pH 1) 272 mu

Amax (pH 7) 235, 278 mp

Amax  (pH 13) 234, 278 mu

Andlisis elemental:
Calculado para 014H1904NSS:
c, 47,58; H, 5,42; N, 19,82%

Hallado: C, 47,45; H, 5,44; N, 19195%

Ejemplo 8

2-Metiltiosdenosina:

Se disolvieron 100 mg (0,315 m mol) de‘2-tioadenosi—§

-

na en 1,26 ml de agua que contenia 0,315 m mol de hidrdxido
sddico, y se afladieron a la mezcla 44,7 mg (0,315 m mol) de
metilyoduro. Entonces se agitd la mezcla durante 30 minutos
a temperatura ambiente y el precipitado formado fue filtra-
do y recristalizado de agua para dar 86 mg (rendimiento del

85%) del producto deseado. Punto de fusidn 228-229,52C. - -

Valor Ry en cromatografia de papel: (disolvente:

n-butanol/agua = 84:16) 0,43

Uv: Amax (pH 1) 270 mp (E: 17300)




Amax (pH  7) 235  myu (E: 22300)
277 my (€: 15600)
Amax (pH  13)  234,5 mu (E: 22300)
277 mp (£: 15400)
5. Andlisis elemental:

Calculado para C11H1504NSS' 1/2H20:

c, 40’99; H, 4,95; N, 21!73; S, 9793%

Hallado: ¢, 40,77; H, 4,86; N, 21,71; S, 9,81%
Ejemplo 9
10. 2-n-Propiltiozdenosina:

Se disolvieron 100 mg de 2-tioadenosina en 1,26 ml
de agua que contenia 0,315 m mol de hidrdxido sddico, y se
affadieron a la mezecla 39 mg (0,315 m mol) de.n-propilbromu—
ro. A continuacicn se agitd la mezela durante. la noche a

15. temperatura ambiente para reaccionar. El prfecipitado forma-
do fue filtrado y recristalizado de agua para dar 100 ng

(rendimiento del 77%) del producto deseado. Punto ds fusidn
168-1702C. = = = = = = = = m = e m e o e e e e

Valor Rf en cromatografia de papel: (disolvente:

20. n-butanol/agua = 84:16) 0,75

UV: Amax (pH 1) 269 mp (£: 17500)
Amex (pH 7) 235 mp (€3 22000)

275 mp (£: 14000)

Amax (pH 13) 235 my (€: 22100)

275 mp (€3 13900)

-
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Angdlisis elemental:

Calculado para C18H19N504S:

¢, 52,77; H, 4,91; N, 171065%
Hallado: C, 52,47; H, 4,95; N, 16,78&%

5. Ejemplo 10

2-(n-Amiltio)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2~tiocasdencsina

en 8 ml de agua que contenia 2,1 m moles de hidrdxido sddi-

Co, y se afladieron a la mezela 952 mg (6,3 m moles) de n-amil
10. bromuro. A continuacidn se agitd la mezcla durante 4 dias

a 252C para reaccionar. EL precipitado formado fue filtra-

do y recristalizado de agua para dar 211,5 mg (rendimiento

del 91%) del producto deseado con un punto de fusidn de 179—‘

18L2C. = = = = = = = e e m e e e m e e el -

15. Uv: Amax (pH 1) 272 m |
- . '

Amax  (pH 7) 237 mp, 278 mu :

Amax (pH  13) 236 mp, 279 mu

Anglisis elemental:

Calculado para C15H23O4NSS:

20- C, 48,76; H, 5,27; N, 18,957{2
Hallado: C, 48,65; H, 6,21; N, 19,08%
Ejemplo 11

2-(iso-Amiltio)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-ticadenosi-
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na en una mezcla de 8,1 ml de agua y 18 ml de etanol que con
tenfa 2,1 m moles de hidrdxido sddico y se afiadieron 952 mg
(6,3 m moles) de isoamilbromuro. A continuacidn se agitd

la mezcla durante 2 dias a temperatura ambiente. Después de
neutralizar la solucidn de reaccidn con dcido clorhidrico
seguido de concentracidn, se lavd el concentrado con dter de
petrdleo y se cristalizd de etanol-agua. La recristaliza-
cion de etanol-agua rinde 174 mg (rendimiento del 73%) del

producto deseado con un punto de fusion de 125,5-127,5¢C. -

UV: Jmax (pH 1) '273 mp
Amax (pH 7)) 237 my, 278 mu
Amax (pH 13) 237 mp, 279 mp
Andlisis elemental:

Calculado para C15H2104N58.l/4EtoH:

¢, 49,11; H, 5,99; N, 18{49%
Hallado: C, 49,02; H, 6,26; N, 18,59

Ejemplo 12

2—(n-Hexiltio)adenosinas

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-tioadenosi-
na en una mezcla de 8,1 ml de agua y 16 ml de etanol que con
tenia 2,1 m moles de hidrdxido sddico, y se afiadieron a la
mezcla 1040 mg (6,3 m moles) de n-hexilbromuro. A continua-
cidn se agitd la mezcla durante la noche a 252C para reaccio
nar. Se neutralizé la solucidn de reaccidn con HCL y se

concentrd. EL concentrado resultante se lavd con éter de
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petrdleo y se cristalizd de etanol-agua. Ia recristaliza-
cion de etanol-agua (10:170) rindid 99 mg (rendimiento del

83%) del producto deseado con un punto de fusidn de 166-

16990, = = = = = = = = m e e e e m m e =

Uv: Amax (pH 1) 273 m
Amax (pH 7) 237 my, 278 mp
Amax (pH  13) 237 mp, 279 my
Andlisis elemental:
Calculado para 015H2504N58:
¢, 50,11; H, 6,57; N, 18,26%

Hallado: ¢, 50,25; H, 6,42; N, 17,79%

Ejemplo 13

2-(n-Heptiltio)adenosinas

a

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-ticadenosi-
na en una mezcla de 8,1 ml de agua y 25 ml de etanol que
contenia 2,1 m moles de hidrdxido sddico, y a la misma se
afiadieron 1128 mg (6,3 m moles) de n-heptilbromuro. Ia mez-
cla se dejd reaccionar durante la noche a‘QSQC. Se neutra-
1lizé la solucidn de reaccidn con HCl. Después de concentra-
cidn, se lavd el concentrado con éter de petrdleo y se cris-

talizd de etanol-agua. La recristalizacidn de etanol-agua
rindid 134 mg (rendimiento del 54%) del producto deseado con

un punto de fusidn de 155-157,52C., = = = = = = = = = = = =

uv: Amax  (pH 1) 272 mp
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Amax (pH 7). 237 my, 278 m
Amax  (pH  13) 237 my, 279 m
Anglisis elemental:
Calculado para Cl7H27O N.S:

£°5

¢, 51,37; H, 6,85; N, 17,62%
Hallado: ¢, 51,86; H, 6,87; N, 17,24%

Ejemplo 14

2-(n-Octiltio)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-tioadeno-
sina en una mezcla de 8,1 ml de agua ¥ 30 ml de etanol que
contenia 2,1 m moles de hidrdxido sédico, y se afiadieron a
la misma 1217 mg (6,3 m moles) de n-octilbromuro. Entonces
se reacciond la mezcla durante la noche a 250¢. Se concen—
tré la solucidn de reaccidn y se lavd el co%céhtrado con éter
de petrdleo. Se cristalizd el residuo de etanol-agua. Ia
recristalizacidn de etanol-agua rindid 206,5 mg (rendimien-
to del 80%) del producto deseado con un punto de fusidn de

155-1582C. = = = - = = e e e e e Lo m e

UV: Amax (pH 1) 272 m
Amax (pH 7) 237 mp, 278 mp
Amax  (pH 13) 237 mp, 279 mp

Andlisis elemental:

‘Calculado para Cy gHpg0 NS
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¢, 52,53; ¥, 7,10; N, 17,024
Hallado: ¢, 52,87; H, 7,10; N, 16,62%

Ejemplo 15

2-{n-Noniltic)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-tioadeno~
gina en una mezcla de 8,1 ml de agua y 40 ml de etanol que
contenia 2,1 m moles d&e hidrdxido sddico y 1305 mg (6,3 m
moles) de bromuro de n-nonilo se afladieron a la miswma. Ia
solucidn homogénea resuliante se hizo reaccionar durante 2
dias a 252C y la solucidén de reaccion se concentrd hasts l:,
sequedad, se lavé con éter de petrdleo y se cristalizd a per-
tir de etanol-agua. Ia recristalizacidn z partir de etanol—
-agug proporeiond 250,5 mg (rendimiento del 93%) del produc-

to deseado que tenia un punto de fusidn de 146-1518C. = - -

Vs Amax (pH 1) 272 mp
Amax (pH 7) 237 mp, 278 mp
Amax (pH  13) 237 mp, 279 mp

Andlisis elemental:
'3 -
Calculado para 019H31O4h5s.

C, 53,63; H, T,34; N, 16,46%
Hallado: C, 54,04; H, 7,28; N, 16,04%
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Ejemplo 16

2-(n-Deciltio)adencsina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m mol) de 2-tioadenosi-
na en una mezcla de 8,1 ml de agua y 50 nl de etanol que con
5. tenfa 2,1 m moles de hidrdxido sddico y se efiadieron a la
misme 1394 mg (6,3 m moles) de bromuro de n-decilo. Ia mel-
cla se hizo reaccionar entonces durante 2 diss a 258C. Deg-
pués d¢ concentracidn, el concentrade se lavd con dter de pe
trdleo y se cristalizd a partir de etanol-agua. Ia recris-
10. talizacidn a partir de etanol-agua proporciond 247,8 mg
(89,5% de rendimiento) del producto deseado que tenia un pn

to de fusidn de 145-1502C. = = = = = = = — = = = = m o o e o

uv: Amax  (pH 1) 273 mn
Amex (pH  7) 237 mu, 278 mu
15. . Amax (pH 13) 236 my, 279 mp )

Andlisis elemental:

Calculado pars 020H3304N53:

¢, 54,65; H, 7,57; N, 15,934
Hellados C, 54,85; H, 7,68; N, 16,06%

20. Ejemplo 17

2-(Ciclopantiltio)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-ticadeno-
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sina en 8,1 xl de agua que contenia 2,1 moles de hidrdxi-
do sddico y se afiadieron a los mismos 659 mg (6,3 & molas)
de cloruro de ciclopentilo. ILa mezcla se azitd entonces du-
rante 4 dias a 252 para que reaccionsra. EI precipitzdo
formado se filtrd y se recristalizd a partir de etanol para

obtener 185 mg (rendimiento del 80%) del producto desezdo

que tenia un punto de fusidn de 223-224,590. = = = = = — - -
UV: Amax (pH 1) 273 mu
Amax  (pH 7) 237 mp, 278 mp

Amax  (pH  13) 236 mu, 279 mu

inglisis elemental:
Calculado parsa C15H2104N55:
¢, 49,03; H, 5,76; N, 19,06%

Hallado: C, 48,79; H, 5,72; N, 19,15%

Ejemplo 18 .

2-(Ciclohexiltioc)adenosina:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-tioadeno-
sina en una mezcla de 8,1 ml de agua y 20 ml de etaznol que
contenia 2,1 m moles de hidrdxido sddico y se afiadisron a
los mismos 1027 mg (6,3 m moles) de bromuro de ciclohexilo
y se hicieron rezccionar durante 2 dizs a 509C. Después de
concentracién hasta la sequedad el residuo se lavd con éter
de petroleo y se recristalizd a partir de etanol. La recris-
talizacion a partir de etanol-agua proporciond 99,4 mg (ren—

dimiento del 41,4%) del producto desecado que tenia un punvo
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de fusidn de 225-227,520C, = = = wm = — — — — — — _ _ _———
Uv: Amax (pH 1) 273 mp
Amax  (pH 7) 237 mp, 278 mp
Amax (pH  13) 236 my, 279 mp
5. Andlisis elemental:

Calculado para 016H2304N5S.1/4H20:

C, 49779; H, 6114; N, 18:15%
Hallado: C, 49,73; H, 5,97; N, 18,19%

Ejemplo 19

10. 2-(Ciclohexilmetiltio)adenosinas:

Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-tiocadenos:.-
n2 en 8,1 ml de agua que contenfa 2,1 m mole§ de hidrdxido
s6dico y se afiadieron 2 los mismos 1115 ng (6,3 m moles) de
bromuro de ciclohexilmetilo y se agitd todo durante 4 dias

15, a 252C para la reaceidn. E1 precipitado formado se filtrd
Y se recristalizd a partir de agua-etanol para dar 178 mg

(rendimiento del 71%) del producto deseado con un punto de

Tusidn de 226,5-228,58C. = = = = = = = = = o= o o 0 o oo o

UV:  Amax (pE 1) 273 mu
20. Amax (pE  7) 237 mu, 278 my
Amax (pH 13) 236 my, 279 mu

Analisis slemental:

Calculado pars Cl7H25O4N5S:
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C, 51,62; H, 6,37; N, 17,70%
Hallado: ¢, 51,7%; H, 6,34; N, 17,81%

Ejemplo 20

2-(2-Btil-n-hexil)tioadenosina:

5. Se disolvieron 200 mg (0,63 m moles) de 2-ticadeno-
sina en 8,1 ml (2,1 m moles) de NaOH al 0,25 N y se afiadie- -
ron & los mismos 1217 mg (6,3 m moles) d= bromuro de 2—etil—;

-n-hexilo. Ademds se afiadieron a los mismos 30 ml de etanol

Y se hicieron reaccionar durante la noche a femperatura am- §

10. biente. Después de concentracidn, el concentrado se lavd |
con éter de petrdlec y se reeristalizd a partir de etanol-

-agua. La recristalizacion a partir de etanol-agua propor-

ciond 150 mg (rendimiento del 58%) del producto que tenia

un punto de fusion de 151,5-153,52C, = = = — = = = = = — - -

15, Uv: Amax (pH 1) 272 mu
Amax (pH 7)) 235, 278 mp
Amax (pH 13) 234, 278 m

Andlisis elemental:

Calculado para C18H2904N58:

20. C, 52,83; H, 7,10; N, 17,02%

Hallado: C, 52,71; H, 7,23; N, 17,23%
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Ejsmplo 21

Sal bdrica de 5'-monofosfato de 2-isoamiltiosdenosina:

Se dispersaron 0,739 gramos (2 m moles) de 2-isoamil-
ticadenosina en una mezela de 2 ml de acetonitrilo y 0,73 mi
de piridine y se afladieron a los mismos, bajo refrigeracidn,
0,816 ml (8,8 m moles) de oxicloruro fosforoso. Ademds, so
afladieron a los mismos 0,072 moles (4 m moles) de agua y la
reaccidn se llevd a cabo durente 6 hores. Entonces, se deti-
vo la reaccion por adicidn a la misma de agua helada y, des-
pués de hidrdlisis, la solucidn hidrolizada se edsorbid en
20 g de carbdn activo. Después de lavado con agua, la colur-
nz de carbdén activo se sometid a elucidn con 800 ml de aro-
nizco-etanol (l:1) =1 10%. E1 eluato resultants se concen-
trd a la sequedad y el resiguo se fracciond y purificd en
una columna de celulosa (1,7 x 40 cm) eluyendo con un soLiven-—
te de n-propanol-amoniaco-agua (20:10:3). E1 precipitado
formado por adicidn &z una solucidn etandiick de yoduro bi-

rico 3e recogid por centrifugacidn. Despuds de purificacidn

La]

i

repetida a partir de agus-stanol se obtuvo szl bérica de 5'- °

-ronofosfato de 2-isoamiltioadenosina con um randimi

(43
]
ct
(@]
o))
[¢1]
’—J

!
i
UV: Amax  (pH 1) 273 myu (€: 14000) |
i

en cromatografia de papel (solvente: n-
" vanol /o 7 A R —_ SN eI N . = n 792
-propanol/aroniaco/agua = 20:10:3) monomancha 0,72

e

Migracidn de electroforssis: (pH 7,5; tampdn fosfa-
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to 0,05 M; 1000 V; 1 hora; control 5'-ANP: +4,7

cm) monomancha +3,2 cm

Se liberd #cido fosfdrico inorgénico con un rendi-

miento gl 100% cuando el producto se iratd con 5'-nucleoti-

dasa de Crotalus Atrox Venom o con fosfomonoesierasa de men—,

brang mucdsica intestinal de vacas., = — — = = — = - — — -

Ejemplo 22

Sal aménica de 5'-monofosfato de 2'~isoamniltiozdenosina:

Se enfriaron en un bafio de acetonz y hielo seco

0,779 gramos (2 m moles) de 2',3'~0-isopropilidens—2-iso~

amiliicadenosina y se afladieron a los mismos 1,5 g (6 & mo-

les) de cloruro de pirofosforilo. ILa mezcla resultante se
calentd a 209C y la agitacidn se prosiguid durante 4 hora
Después de ello, la mezcla se enfrid de nuevo en el bafio

d
acetona-hielo seco y se afiadieron a la mismz 1,5 ml de azu

~

Entonces, la mezcla se calentd de nuevo a 2020 y se afiadie-

ron a la misma 50 ml de agua a lo que siguid la agitacidn
durante 5 horas a 202¢. A la solucidn se le afiadid enton-
ces una solucicn de hidrdxido amdnico 1X pars ajustar el
pH a 8,5. El precipitado formado se filtrd y el filtrado
se concentrd., EL concentradc resultante se coloed en una
columne de celulosa y se eluyo con un solvente de n-propa-
nol-amoniaco~agua (20:10:3). Se recogieron fracciones gue
contenfan el producto deseado y se concentraron hasta la

sequedad. Con la adicidn de acetona al rssiduc, se obtuvo

ul
.
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un polvoe bruto que luego se reprecipitd a partir de metancl-t

-acetona para dar sal amdnica de 5'-monofosfato de 2'-iso-

amiltioadenosina con un rendimiento del 60%., = - = = - — -

ELl polvo asi obtenido presentd pricticzmente la mis-

ma actividad respecto a un enzima que el producto obtenido

en el Ejemplo 21, - = = = = = =~ - o o oo o L oL ;

5'-Yonofosfato de 2-n-amilticadenosina:

Se suspendieron 370 mg (1 m moles) de Z2-n-amiltio-
adenosina en una mezcla de 1 ml de acevonitrile ¥y 0,39 ml
de piridinag y se afiadizron a los misros bajo refrigerzcidn
0,400 ml (4,4 m molss) de oxicloruro fosforeso. Ldemds, se
afladieron a los miswos 0,036 ml (2 m moles) de agua y la
reaccidn se realizd durante 6 horas. Entonces se efiadid
agua helada para parar la reaccidn y el precipitado forma~
do se recogid por centrifugacidn. Se realizé una cromato—
grafia preparatoria en papel utilizendo como solvente iso-
propanol-amoniaco-agua (7:1:2) Y se recogieron y concentra-
ron fraceciones cuyo valor Rf era de 0,50. El concentrado
resultante se disolvid en 1 ml de agua y se afiadid deido
clornidrico al mismo para formsr precipitsdo. EL precipi-
tado asi formado se recogid por centrifugacion, se lavd con
agua y Se secd para dar 5'-monofosfato de 2-n-amiltioadenoc-

sina con un rendimiento del 90%. = — = = = = = = - o - o -

UV:  Amex (pE 1) 273 mp (Ep: 14000)
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/\max
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(pH 7 236 mp (£p:20C00)
278 mp (£1:14000)
{(pH  13) 236 mu (Ep:20500)
278 mp (£ p:13900)

Velor Re en cromatografia de papel (solvente: iso-
propancl/amoniaco/agua = 7:1:2) monomancha 0,50
Migracidn en electroforesis: (pH 7,5; tampdn fos-
fato 0,05 M; 1000 V; 1 hora; control: 5'-ANP, +4,7
cm) +3,2 cnm

Liveracidn de dcido fosfdrice inorgdnico por 5'-nu
cleotidasa de Crotalus Atrox Verom: 98 moles %

Contenido de dcido fosfdrico inorgdnico: 0,3 mol%

Anglisis elementals

{ b S~ [o] "
Calculado para 015H24O7n55P.2n20.

15.

¢, 38,38; H, 6,01; N, 14,92; P, 6,60%

Hallzdo: ¢, 38,40; H, 6,28; N, 14,75; P, 6,7l%

Ejemplo 24

Sal de berio de 5'-morofosfato da 2-gliltioadenosing:

Se suspendieron 0,752 gramos (2 = moles) de 2-2lil-

20. ticadenosina en una mezcla de 2 ul de acebonitrilo y 0,78

ml de piridina y se

| d

es afizgdieron bajo refrigeracidn 0,816

ml (8,8 m moles) de oxicloruro fosforoso. ALdemds se les
b

afiadieron 0,072 ml (4 m moles) de agua y la reaccidn se rea-|

lizd durante 6 Loras. Después de ello, se afiadid agua he-

25. lzda para parar la reaccidn e hidrolizar. Ia solucidn asi



10.

15.

20.

hidrolizada se adsorbic en 20 g de carbdm active y se lavd
con agua. Ia soluciodn asi hidrolizada se adsorbid en 20
de carbon activo y se lavd con agua, Ia columnz de carbdn
activo se somstid a elucidn con 800 ml de amorizco acuoso-—

s

~etanol (1:1) al 104 y el eluato se concentrd hzsia la sa-

quedad. El residuo resultante se colced entoncss en una co-

lumne de celulosa (1,7 x 40 cm) y el elufdo con un solvenie
de isopropemol-amoniaco-sgua (7:1:2). ILas fracciones cuyo
valor Rf determinado por cromztografia de papsl en el rmiswmo
sistema solvente era de 3,2 ss recogieron y concentraron.
Al concentrado se le afiadid una solucidn en etznol ds yodu-
ro barico y el precipitado formsdo se recogid por centrifu-
gzcidn. Después de precipitacidn repetida con agua-etanol
se obruvo 1,00 g (rendimiento aproximadamente el $0%) sal

de bario de 5'-monofosfato de 2-2liltiozdsncsing. — — — ~ -

UV:  Awmax (pH 1) 272 my (Ep: 16000)
Amax  (H,0) 234 my (Ep: 20400)

277 mp (Ep: 14400)

Amex (pH 13) 273 g (Ep: 15000)

Valor H; en cromatografia de papel (solvente: iso

propancl/eroniaco/agua = 7:1:2) 0,32

Liverzcidn o desprendimiento ds dcido fosfdrico

’

ingrzinico por 5'-nuclectidasa de Crotalus Atrox

im versm s e m e
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Venom: 104 mol %

Contenido de dcido fosfdrico inorgdnico: 0 mol %
Anglisis elementals

Calculado para Cl3H1607N55P.Ba.2320

¢, 26,43; H, 3,41; N, 11,86%
Hallado: l ¢, 26,69; H, 3,23; N, 11,70%

Ejemplo 25

2-Benciltioadenilato bdrico:

Se suspendieron 0,844 gramos de 2-benciltioadeno:-
sina en una mezcla de 2 ml de acetonitrilo y 0,78 ml de pi~
ridina. Entonces se les afladid gradualmente bajo agitacidn
Y en un bafio de agua helada 0,816 g (8,8 m moles) de oxiclo-
ruro fosforoso. Después se afiadieron 0,072 ﬁl (4 m moles)
de agua y la reaccion se realizd durante 6 horas. Entonces
se afladid agua helada para parar la reaccidn’y. el precipita-
do formado con la hidrdlisis se recogid por centrifugacidn.
El precipitado se colocd en una columna de celulosa (1,7 x
40 cm) y se eluyd con un solvente de isopropanol-amonfaco-
-agua (7:1:2). Ias fracciones cuyo valor Ry era de 0,34 ¢o-
mo se determind por cromatografia de pepel en el mismo Sis-
tema solvente se recogieron y concentraron. Al concentrado
se le afiadid wna solucidn etandlica de yoduro bdrico y el.
ﬁrecipitado formado se recogid por centrifugacidn. Despuds
del lavado con etanol se obtuvieron 1,08 g (rendimiento de

aproximadamente 90%) de 2-benciltioadenilato bdrico, = - - -
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-
-\ e

15.

20.

Uv:

Andlisis elemental:

Tabla I segin el procedimiento descrito en el Ejemplo 21 &

22 utilizando las corrsspondientes 2-tioadenosinas S-substi-

A max

Amax

Caloulado pare Cy.H, 40.N-SP.Ba.2H

Hallado: ¢, 31,88; H, 3,11; N, 11,00; P, 4,97%

tuidsas,

Los resultados se tabulan en la Tabla I, = = = = =

- 38 -

(PH 1) 273 mp (Ep: 13900)
(H20) 234 mp (Ep: 20100)

278 mp (Ep: 13400)
(PH  13) 278 mp (¢p: 13700)

Valor Rf en cromatografia de papel (solvente: iso

propanol/amoniaco/agua = 7:1:2) 0,34

Migracidn en electroforesis: (pH 7,5; tampdn fos-
fato 0,05M; 1000 V, 1 hora; control geido §'~ade-

nilico: +2,0 cm) +1,5 em

Iiberacidn o desprendimiento de geido fosfdrico
inorgdnico por 5'-nucleotidasa de Crotalus Atrox

Venom 96 mol %

Contenido de dcido fosfdrico inorgdnico 2,5 mol %

20: N

%

¢, 31,86; H, 3,46; N, 10193; P, 4,83%

Ejemplo 26

Se sintetizaron los compuestos indicados en la
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Inhibicion de agregacidn de plaquetas de conejo por 2~tioade~-

nosinas S~substituidas

Inhibicidn de agre- Inhibicidn de agre-
gacion inducida por gacidn inducida por

Compuesto ADP coldgeno
10~ 1077n 10”4 1077
2-Benciltioadenosina 85% 364 924 26%

2-(p-Clorobencil)-
{ioadenosina 86 ) 88 31

2-(p-Nitrobencil)=- ]
tioadenosina 88 0 85 30

2-Aliltioadenosina 77 23 62 ) 0

2-(trans-Crotil)tio-
adenosina 58 29 80 30

2-(B-Metalil)tioade
nosinga 84 . 32 97 28

2=-Dietilaminoetil=-
tiocadenosina 33 86
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Tabla III

Inhibicidn de agregacidn de plaquetas de conejo por 2-tiocade-

nosinas S-substituidas

Inhibicidon de agre- Inhibicidn de agre-
gacidn inducida por gacidn inducida por

Compuesto ADP coldgeno 7
10~ 107% 10”% 10724
2-n-pmiltioadenosina  78% 344 8% 14%
2-i-Amiltioadenosina fO ' 38 98 0
2-n-Hexiltioadenosina 80 7 94 ) 20
2-n~Heptiltioadenosina 80 0 94 15
2-n—0ctiltioadenosinar 67 11 93 20
2-n-Noniltioadenosina 37 0 9i 15
2-n-Deciltioadenosina 35 0 QF ' g9
2-(2-Etil-n-hexil)~tio
adenosina 90 51 g2 78
2-Ciclopentiliioadeno-
sina 100 67- 90 55
2-Ciclohexiltioadeno-

sina 100 79 a3 87

2-Ciclohexilmetiltig
adenosina 99 17 . 96 56
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Se declaran de novedad y propiedad para Espafia, sus

territorios y plazas de soberanfa, las siguientes: — - — — -

REIVINDICACIONES

l.- Procedimiento para producir 2-tioadencsinas §-
—substituidas y sus derivados, representadas por la fdrmu-

la gemeral: = = - - o m m o o L Lo ... -

AN

-

en que R' se elige del grupo formado por un grﬁpo alquilo,
un grupo cicloalquilo que tiene 5 ¢ mds £tomos de carbono o

un grupo cicloalquilalquilo que tiene 5 J mds dtomos de car-

bono, un grupo alilo, un grupe alilo substituido, un grupo
bencilo, un gfupo bencilo substituido y un grupo dialquila-
minoalquilo, caracterizado porque comprende hacer reaccio-
nar 2-tioadengsina con wn haluro representado por la férmu-

la general: = = = - - - - — - mm L L Lo ;
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en que R' es como se ha definido anteriormente ¥y X represen-~
ta un dtomo de haldgeno elegido entre el cloro, el bromo N

el y0do, = = = = = = - - e - e e e el e -

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracte-

rizado porque la reaccidn se conduce en presencia de gleali.-

3.= Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac- -
terizado porque la reaccidn se conduce en presencia de un
solvente orgdnico inerte para la 2-ticadenosina ¥y el haluro

R'X & en presencia de agua. = = = = = = = = = = = — = = o -

4.~ Procedimiento para producir 2-tioadenosinas S-
—-substituidas y sus derivados y, mds particularmente, para
producir un 5'~monofosfato de 2-tioadenosina S-substituida,

representado por la siguiente fdrmula general; = = = = ~ — -

oo

H203POCH2
N

Oﬁ/ OH

y sus sales, en que R se elige del grupo formado por wun gru

’

po alquilo que tiene 5 J mds dtomos de carbono, un grupo ci- B
cloalquilo que tiene 5 ¢ mds dtomos de carbono, un grupo ci- [

cloalquilalquilo que tiene 5 ¢ mds dtomos de carbono, un.gru 4
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Po bencilo, un grupo bencilo p-substituido, un grupe alilo,
un grupo alilo substituido y wn grupo dialquilaminoalquilo,
caracterizado porque comprende hacer reaccionar un agente fo:
forilante con una 2-tiocadenosina S-substituida representada
por la siguiente férmula general: = — = = = = = « — -

NH
N

A\

- ORf “OR"

en que R es igual que el definido anteriormente ¥y R" repre-~

senta un dtomo de hidrdgeno o un grupo protector. - - — — -

5.- Procedimiento para producir 2-tiocadenosinas S-
-substituidas y sus derivados y, mds prarticularmente, para
producir una sal de 5'-monofosfato de 2-tioadenosina S-subs-
tituide segin la reivindicacidn 4, caracterizado porque el
>'-monofosfato de 2-ticadenosina S-substituida se convierte

BNl SU 88l = = = = - - - . . . m e e m .- .o e e e - o

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 4, carac-
terizado porque el grupo protector se elige del grupo forma-
do por un grupo acetilo, un grupo benzoilo ¥y un grupe isopro-

Pilideno. = = = = = - = - e e e n e h e e h Mo m

T.- Procedimiento segin la reivindicacidn 4, carac-
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terizado porque la reaccidn de fosforilacidn es seguida de

DidrdlisSiS, = = = = = = = = = = " - _—_————-— - - - - -

8.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 4, carac-
terizado porque dicho agente fosforilante se elige del gru-
po formado por oxicloruro fosforoso, oxicloruro fosforoso

parcialmente hidratado y cloruro de pirofosforilo. = - - -

9.- Procedimiento segin la reivindicacién 4 & 5, ca-|
racterizado porque R" representa un dtomo de hidrogeno y la
fosforilacidn se realiza en un solvente elegido entre meta-
cresol, acetonitrilo, fosfato de trietilo, acetato de etilo,

piridina y una mezcla de 1loS mismoS. = = = = = = = = = = - -~

10,~ Procedimiento segin la reivindicacicdn 1, carac-
terizado porque la reaccion se realiza a una temperatura de

02 a 100°C durante un periodo de 30 minutos a 100 horas.

11l.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-}
terizado porque el dlcali se elige del grupo compuesto por

un metal alealino, un hidrdxido de metal alcalino y aminas

orgénicas, = = = = = = = = = 0 - . .- - - - - .- - - - -~

12.- Procedimiento segin la reivindicacion 4 & 5,
caracterizado porque la fosforilacidn se realiza a una tem-
peratura de -252 & 302C durante un periodo de 1 a 10 horas
utilizando el agente de fosforilacidn en una cantidad molar

en exceso de 2 a 10 por mol del material de partida, = - =

13.~ "PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR 2-TIOADENOSINAS
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S-SUBSTITUIDAS Y SUS DERIVADOS"., = = = = = = = = = = = = -

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de cuarenta y ocho hojas, fo-

liadas y mecanografiadas por una sola de sus caras.

MADRID, 18 JUN. 1973
P.A. M. CURELL SUNOL

\\\__—«L \-\AA:'\‘

MCP
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