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Durante el pasado decenio se ha encontrado que mu~
chos andlogos de nucledsidos exhibfan buenas actividades an-
titumorales y antivirales, Entre los agentes antivirales nu-
cleosfdicos, sin-téticos, conocidos al presente, generalmen-
te se considera que son los mds importantes 5'«yodo-2‘deoxiu
ridina (IDU): Q;B-g—arabinofuranosiladenina (ara=a): y itb'g
arabinofuranosilcitosina (Ara=C) . De estos compuestos sélo ~
TDU estd comercialmente disponible esjecificamente como un -
agente antiviral y este compuesto tiene solubilidad extrema-
damente baja, es decir, una solubllidad mdxima de alrededor
de 0,1 por ciento de peso y también es altamente téxico. Ara
-aA, al presente, se estd sometiendo a ensayos clinicos como
un agente antiviral y mientr:s que la evidencia in“ormada su
giere que Ara-3 es un agente eficaz contra un espectro de in
fecclones de virus, su utilidad egfé severanente limitada -
por su baja solubilidad y por sintomas téxicos pura los se--
res humanos, que incluyen nadsea ligera, leucopenia transito
ria y afecciones del sistema nervioso central, que causan -
ilusiones y alucinacioness

Cuan“o se usaron andlogos nucleos{dicos, para inhi-
bir el crecimiento viral o tumoral, los nucledsidos usualmen
te se metabolizan en vive a sus correspondientes monofosfa--
tos o polifosfatos, que son los irkbidores efectivos de tal
crecimiento. Un obstdculo principal en el uso de andlogos de
nucledsido en la quimioterapia ha sido la emergencia de rew-~
sistencia celular, por la que tales compuestos son degrada--
dos a una forma, en que pueden ser inhibidores menos efica--

ces. Por lo tanto, es deseable tener andlogos nucledsidicos,
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gque sean capaces de inhibir eficazmente el desarrollo de in-
fecciones de virus y que también posean superior solubilidad
y menor toxicidad que los agentes antivirales conocidos al -
presente. La produceidn de tal compuesto, sin emﬁargo, es -
bastante diffcil, va que se conocen relativamente pocos com-
puestos nucleosidicos, gue hayan demostrado actividad antivi
ral, ain en laboratorio. rdemds, para procurar tal compuesto,
que tenga actividad aceptable y que sea tanbién capaz de po-
nerse en contacto con la infececidn de virus en concentracio-
nes efectivas,hace excesivamente diffcil esta tarea.

En la solicitud de patente alamana n? 2.047,368 se
suglere ij—g—arabinofuranosiladenina—s'-fosfato como un com
puesto ¥til como agente antiviral. Iste compuesto, sin embar
go, como un andlogo de AMP ¥y un precursosr para un andlogo ~
de ATP se degrada rdpidamente en el sistema metabdlico (even
tualmente a dcido drico). Puesto que los niveles de ATP en -
el sistema metabdlico se mantienen cuidadosamente por el sis
tema metabdlico a bajos nivel-s, la eficacia de tales com- -
puestos como agentes antivirales se disminuye correspondien~
temente.

En vista de la que precede, se ha tratado de prepa
rar andlogos nucleosfdicos a@@ionales con el fin de investie-
gar las posibilidades de que algunos de tales compuestos pue
dan ser capaces de resistir a una rédpida degradacidn rmetabd-
lica y también de penetrar a travds de la memebrana celular
y de ponerse en contacto con infecciones de virus en concen=
traciones eficaces. Come resultard evidente de la siguiente

descripeidn, se ha sintetizado9wl-Dearabinofuranosilhipoxan-

tina-5'~fosfato y se ha encontraco que tal compuesto demues-
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tra marcada actividad contra un espectro de herpes y otros
viruses de DNA, 7ambién se ha sintetizado otros gtﬁ—g-arapi
nofuranosil nucledtidos teniendo un arahinosido fosforilado
finido al mismo por un enlace de glicosido y se ha encontra=
do que muchos de ellos demuestran marcada actividad contra
un espectro de herpes y otros viruses de DNAa.

El presente invento, por lo tanto, se refiere a =
compuestos que son Utiles como agentes antivirales y tienen

la sicuiente estructura:

7. ) H
B - >
W N
AP

en que Z es H, C1-C6, alquilc, C aralcoxi, o hidroxi y

710
AP es un 5' & 3' arabinofuranosido fosforilado o el corres=-
pondiente 3', 5' fosfato cfclico, unido por un enlace de -
glicosido a Ng del componente de aglicon del 91E»g-arabino—
furanosil nucledtido.

La mitad fosforilada de arabinofuranoside, AP de
los 91B-g—arabinofuranosil purina nucledtideos del invento -
cuando se fosforilan en la posicidn 5' tiene la estructura
genersal

i

J— -—— - O :
R, P o Gy O
R “ (::'4‘1 *i

2 S

OH *
en que R1 es OH, Clncﬁfga alquilo, o bien G v R2 es Cil u -
ON,'con ¥ siendo normalmente amonio, amonic sustituido, tal

como trietilamonio o un metal de dlcali o alcalino o metal

b 3 s
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alcalino térreo u otro metal que forme un compuesto f£isiold

glcanente aceptable.

Cuando AP es fosforilado en la posicidén 3°', Ry ¥

“ Rgy SON los mismos que se han descrito arriba para la posi--

cidn 5°¢,

Cuando AP es 3', 5' fosfato ciclico, la mitad de
fosfato estd enlazada a la base de azdcar en la posicidén 3¢
OH v Rl @8 come se ha descrito arriba.

Los 973-g-arabinofuranosil purina nucledtidos de
este invento pueden prepararse por los métodoé deseritos en
los ejemplos I-XI que sequirdn.

Qtﬁ-g-arabincfuranosiladenina nucledtidos puaden
ser preparados primeramente haciendo reaccionar el apropia-
do furanosil=-nucleosido con un adecuado compuesto de oxiclo
ruro de f£d&sforo, coﬁo por ejemplo oeicloruro de fésforo o -
su metil dster, fosforo dicloridato, en un adecuado disol--
vente de trialquilfosfato, preferentemente trimetilfosfato,
para formar el correspondiente furanosil nucledtido. El nu-
cleosido se afiade al compuesto de oxicloruro de fésforoen -
solucidn con agitacidn vy se deja proseguri la reaccidn has-
ta completarse a temperaturas desde alrededor de @ hasta -
alrededor de 159 en un tiempo que va desde alrededor de 3 =~
heras hasta alrededor de 24 horas. 2l producto de nucledti-
do de la primera etapa, despuds se trata con un carbonato -
alcalino, como por ejemplo, bicarbonato sédico o bicarbona-
to potdsico hasta que se consiga un pH estable desde alrede
dor de 5 hasta alrededor de 7. El nucleotido de adenina des

puds se redupera, por ejempleo, por cromatograffa v lio ili-
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También gueden ser preparados 91ﬁ-g-arabinofuraqg
silhipoxantina nucledtidos haciendo reacclonar el apropiado
nucleotido de adenina en agua con dcido acético glacial y -
nitrito sédico. El nitrito sddico se afiade preferentemente
a una solucidn del nucledtido y &cido acdtico glacial y se
deja proseguir larsaccidn hasta completarse a temperaturas
desde alrededor de 10?2 hasta alrededor de 302 y preferente-
mente de 202 a 25¢, El periodo de reaccidén puede ser desde
alrededor de 15 horas hasta alrededor de 24 horas. Bl pro=-

ducto de nucledtido es recuperado y neutrallzado con un car

bonato alcalino como por ejemplo bicarbonato potdsico o bi-

carbonato sédico y se recupera, por ejemplo, por cristaliza
cidn.

£n los siguientes ejemplos, los espectros ultra--
vicleta fuercon registrados en un espectrofotduetro Cary-15
vy los espectros infra~rojos fueron determinados en un espec
ﬁrofotdmetro Perkin~Elmer modalo 257. Todas las temperatu--
ras son.en grados centfgrados y todas las partes son de pe-
s0, a no ser que se especificque de otra manera.

LIBMPLO I
QjB~Q-arabinofuranosilhipoxantina-s*-fosfato ~ nétodo 1

A una suspensidn enfriada en hielo de Qfﬁ-g—arabi
nofuranosiladenina«5'«monofosfate (ara~aMr) (2,0 g) en agua
(15 ml.) y 4cido acético glaclal (3,0 ml.) se afladid nitri-
to sédico (2,5 g). El matraz fue tapenado de modo suelto y
se agitd durante 2-3 horas en el baiio de hielo. Se continud

la agitacidn durante la noche (15-16 horas) sin a%adir hie-
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lo al bafic de hielo, Tlc (gel de sflice, disolvente LZSVIPA/
NH40H/H20K 55/10/35, v/v) indicaron el completamiento de la

reaccidn. Le solucidn clara, incolora fue evaporada al vaclo
hasta sequedad, el residuo fue disuelto en agua (20 ml.) ¥ =
se neutralizé culdadosaiznte con KICO4 sé8lide. La solucién =

neutro fue aplicada a una columna conteniendo 75 ml de Dowex

50(H+) de resina de intercambio de iones. La columna fue la-|

vada con agua y las fracciones conteniendo material absorben
te de rayos ultravioleta se reunieron y concentrarcn al vas-
cfo hasta alrededor de 25 ml. Btanol, (50 ml). se afiadid a -
1a solucidn concentrada y se enfrid durante la noche,Bl s81i
do que se separé fue recolido, lavado con agua fria y crista
l1izado desde agua como agujas incoloras.

punto de fusidn-198-1992 (dec.)s (a)és + 9.8 (¢ = 1, agua)
rendimiento = 1.60 g (79.8%)

Anal. calcd por C10H13N408P {348.2): C, 34.48; H, 3.74:r N,
16.10

Hallado C, 34.45; ¥, 3.80; N, 15.89.

vve PP loag mu (€12,700)

nmax
o248 mu € 13,600)
max

11
pH~ 252 mu € 14,400)
max

EJEMPLO IT
91B-g—arabinofuranosilhipoxantina-s‘~fosfato - Método 2.

Ara~l (91ﬁ-g-arabinofuranosil-hipoxantina) se afia
dié con agitacidén a una mezcla previamente refrigerada (ba~
fio de hielo 52) de 100 ml. de trimetil fosfato y 12,3 ¢g. ce

oxicloruro de fdsforo, Después de todo, el sdlido se habfa

disuelto (5 minutos), se alacend durante 4 horas a O%. Tle

Simadis
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(gel de sflice, disolvente IPA/NH4OH/ H,07 55/10/35) indicd
que la reaccién era completa, y se vertid lentamente en agua

de hlelo conteniendo 26,3 g. de WaHCO,. La solucidn de agua

3
de hielo se dejd reposar durante 1 hora para estabilizar el
PH a 6. La solucidn fue extraida con dter (3 x 75 ml) para
eliminar el trimstilfosfato. Bl volumen de la fase acuosa -
fue reducido al_vacio hasta que comenzaroh a formarse crige
tales (sal), se afiadld agua para disolver los cristales, vy
la solucidn fue aplicada en la cima de una columna de car-—
bdn vegetal de 750 g. de Barneby Cheney. Bl carbédn vegetal
fue lavado con agua para eliminar las sales y despuds el -
producto fue eluido con 50% de MeCH conteniendo 10% de HH,OH
21 eluyente fue reducido a un pequefioc volumen al vacio (de-.
saparecid el olor de amoniaco) y el pH fue ajustado a 2. Se
afladid EtOd hasta que la solucidn se hizo turbia y la solu-
cidn fue almacenada a 5%. we filtraron los cristales y se -
secaron a 402 bajo el vacic de un aspirador. (primera cose-
cha~5,5 ¢); nmr (Dt«zso—gs). 8,1, 8,19 (2¢4, s, 3-2, U-8) 6,28
(1, m, H-1%).

SJEMPLO ITI
9-B-D-arabinofuranosiladenina=-5*-0O-metilfosfato

Metil Eésforo dicloridato (10,0 g., C,067 moles)
entrimetil fosfato reciédn destilado (10,0 wl, O,71 moles)
se enfriaron a C=52 en un baiic de hielo, Fl bafio de hielo -
fue geparado como 913—Q—arabinofuranosiladenina (10,0 Qes -
0,037 moles, secado a 809 durante 5 horas) fue afiadido. Mo
hubo aumento inicial de temperatura observable. La tempera~

tura fue observada entre 5-20¢, Despuds de 2 horas se obtu-

vo una solucidn clara, que fue almacenada por la noche a 42

X RN o
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ta solucidn entonces fue vertida sobre agua de hielo {400, 0

ml). conteniendo 6,0 g: de bicarbonato sbdico, Se afiadié pe-
riddicamente bicarbonato sédico adiciconal hasta que el pH -
fue estable a 5-6, durante alrededor de 1 hora. e separd tri
metil fosfato por extraccidn con éter (4 x 150 ml). Bl &ter

Jisuelto y el exceso de agua se eliminaron por eveporacién a
presidn reducida/ggztias cales comengaron a cristalizar,. Se

afiadid bastante aqua para conseguir la solucién y se compro-
bd el pH (6-7). La sclucién fue afiadida culdadosamente a la

parte superior de una columna Dowex 1 X 2 (forma de formato

malla 100-200, 300 ml) La columna fue lavada con agua hasta -
que va no se detectaron en el eluyente mds especies absorben
tes en ultra-violeta. La elucidn gradual (agua a 0,1 ¥ de &cl
do £&rmico) did el producto en una banda gruesa. Las fraccio
nes apropiadas fueron evaporadas al vacfo, manteniendo la -~
temperatura por debajo de 302, hasta alrededor de 100 ml, La
solucidn restante fue congelada y liofilizada para obtener un
sélido blanco, fofo, pesando 6,50 g. (48,0%)

punto de fusldén

pH 1

max 257 nm

170-190¢ (dec.): (a)g5 + 48,7 (¢ 1.0, agua); uv,

pd 11
max

anal. calcd. por 011516N507P (361.25); C, 36,57; H, 4.47; ~

€14,200); P17 258 om (€ 13,000); 258 nm (€ 13,000) .
N, 19,39.
Hallado ¢, 36,42; H, 4.26; N, 19.19.

EJEMBLO IV
91B~2—arabinofuranosilhipoxantina-S'—O—metilfosfato

A una solucidn enfriada en hielo de 97E—§—arabino-

furanosil-adenina-5'~0 -metilfosiato (2,0 g., Q,0055 moles)

o
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(preparado por el método del Gjemplo III) en agua (15,0 ml.)

y dcido acdtico glacial (3,0 ml,) se afiadid nitrito sdédico -~

(2,25 g., C,032 moles). El matraz fue taponado de modo suel=-

to v se agitd durante 2-3 horas en un bafio de hielo. La agi-
tacidn fue continuada por la noche (15-16 horas) sin afladir
hielo al bafio de hielo. Tlc {gel de silice, disolvente IRA/-
NH4/H20; 55/10/35; v/v) indicd que se habia completado la -
reaccidn. La solucidn clara incolora fue evaporada al vacfo
a sequedad. Fl residuo fue disuleto en agua (10 ml.) y se -
neutralizd cuidadosamente con bicarbonato potdsico sbdlido. -
La solucidnneutra fue aplicada a unz columna conteniendo 80
ml. de Dowes 50 x 8 (H') de resina de intercambio de icnes.
La columna fue lavada con agua v las fracciones conteniendo
material absorbente de rayos ultravioleta se reunieron y com
centraron al vacfo hasta alrededor de 20 ml. Se afiadid eta-—
nol (50 ml.) a la solucidn acuosa concentrada y se refrigerd
por la noche. 3e recogid el sdlido cque se habfaseparado, se
lavé con un pequefio volumen de agua fria y se cristalizd des
de etanol acuoso para rendlr 1,65 g.

(82.3%), m.p. 160~1802 (dec.): (a)g5 + 55.72 (¢ 1.0, agua);

uv,

pH 1 . , pH 7 . -
ma§48 nm (£ 10,360): (€10,30C0): max 248 mm (€9, $00);

pH 11

max 251 nm  (€12,000).

Anal. caled por c11H15N4089 (362,.,23): C, 36.48; H, 4,17y =
N, 15,46.
EJEMPLO V

938-2-arabinofuranasil-m1-hidroxihipoxantina—S‘-fosfato.
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‘to sédico (2,5 g.. 0,036 moles). El matraz fue taponado de ~

A una suspensién enfrhda en hielo de 9-3-D-arablno
furanosiladenina»Nl-éxido—S’tfosfato {preparado como se ha -
descrito comunmente eﬁ 1a solicitud pendiente de R. Sldwel y
otros, 91B-Q-arabinofuranosilaaenina~5'-fosfatosw serie n? -
383.661 de EEJLU. cu&a exposicidn estdirorporada en la presen
te como refersncia) (2.0 g.» 0,0055 moles) en agua (15 ml.)

conteniendo fcide acético glécial (3,0 ml.) se afladid nitri-

modo suelto y se agitd durante 2-3 horas en un bafic de hielo.
Se dejd proseguir la reaccidn durante otras 15 horas. Después
de evaporacidn de la njezcla de reacciédn clara y neutralizae--
cidn con bicarbonato potdsico, se tratd de la misma manera -
que se describlié en el ejemplo IV para producirs:

1:35 g (67.3%) punto de fusidn 1502 {dec,) s uv,

pH 1
a7 . pH 11
max 251 nm (£11,650); nas 255 nm (€ 11,650); max 255 nnj

(€ 12,000) .
Anal. caled por cldﬂl3“4099 (364,20): C, 32.98; H, 3.59: =
M, 15.38.
iallados B
c, 32.82; H, 3.62; N, 15.19.
DJIEMPLO VI
9:ﬁ—g—arabinofuranosil-m1-benciloxihipoxantina-5‘-fosfato.
Una solucidn de Q;B-Q-arabinofuranoxil-N1-hidroxi—
hipoxantina-5'-fosfato (1,12 g, 0,0030 moles) en DMSO seco -
(10 ml. se tratd con 1,5-diazabiciclo (5,4.0) Undec~-S5-ene -
(DBY, 0,5 g) v se agitda _ temperatura ambiente. £l precipita
do gelationoso, que se habla formado inicialmente, se disol-

vié despuds de 30 minutos con agitacién rdpida. La mezcla =~

fue tratada con bcncil‘bromuro (0,65 Goy 0,0038 moles) y se

il ke 2T A e
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- etanol-&ter (1:1, 500 ml.) La mezcla fue filtrada y el resi-

continud la agitacidn a temperatura ambiente durante la no--
che. Tlc (gel de sflice, disolvente IPA/NH4OH/H20: 55/10/35,
(v/v) indicd que se habfa completado la reaccidn. La mezcla

de reaceidn entonces fue vertida en una wmezcla fria (0-52) del

duo blanco fue lavado cuidadosamente con é&ter anhidro (5 X -
50 ml.). Bl gélido higroscépico fue disuelte en un volumen mi]
nimo de agua y la cuidadosa adicién de etanol hizo que el prg
ducto se precipitase como cristales blancos. La mecla fue en
friada durante la noche y el producto fue recogldo, lavado =
con etanol y secado para producir ©,80 g.

(57.4%) punto de fusidn 1652>(dec.):; uv, ile 250 nm

(€ 13.600) ¢

PH 7 255 nm (€ 14.500); P 1L 955 am (€ 14,500).
max max

Anal.calcd. por Cyqfly M 00P (454.33); C, 44,917 1, 4.21; -
N, 12.33.
Hallado C, 45.18; H, 4.43; N, 12.61.
EJEMPLO VIT
QJB-E-arabinofuranosi1~N1-metilhipoxantina-5'-fosfato.
QjB-g-arabinofuranosilhipdxéntina-s‘-fosfato (3,0
Ger 0.,0086 moles) se disolvid en piridina seca (90 ml.) con-
teniéndo trietilamina (2,25 g.) vy anhidrido acético (5,7 g.)
v la solucidn fue agitada a temperatura ambiente durante 3 -
horas. La solucidén amarilla p&lida fue evaporada al vacio y
el residuo oleoso fue mezclado con alrededor de 50 g. de hie

lo. De nuevo se evapord a sequedad, Este procedimiento fue -

mpetido tres veces con porciones de hielo de 25 g. El resi--

-0 ‘-4_;‘,.:'{: T2 el b e e T e
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duo fue recohido en 100 ml. de agua y extraido con &ter. La
solucidn acuosa clara fue congelada y liofilizada para obte~
ner 0,5 g. de sal trietil aménica & modo de jarabe de 9-(2,3
~di-0-acetil-B-pearabinofuranosil) hipoxantina-5'~fosfato.
1a sal de tdetilamonio (2,5 g.) fue disvelta en DMS
anhidro (50 ml.) y se afiadié a ello hidrurc de sodio (350 mg
dispersién en aceite al 57%). La mezcla fue agitade a3 tempera
tura ambiente, con exclusién de humedad, durante 2 horas. La
mezcla clara fue tratada con yoduro de metilo (,50 ml.) ¥y la
agltacidn continud durante 4 horas. La mezcla de color casta
flo entonces fue vertida en una mezcla fria de etano-éter =
(600 ml. (1:3)) y se enfrid durante la noche. La mezcla fue
£iltrada, el residuo disuelto en un pequefio volumen de agua
v se aplicéd a una columna de Dowex 1 x 2 (forma de formato,
malla 100-200, 75 ml.) El producto fue eluido con agua y las
fracciones apropiadas fueron evaporadas al vacfo para dar un
jarabe incoloro (2,0 g.) El mismo fue desacetilado con amonla
metandlico (50 ml., saturado a O%), a temperatura ambiente -
durante 15 horas. El sélideo blanco fue recogido, disuelto en
agua (10 ml.) y se hizo pasar a travds de una columna de Do=
wex 50 x 8 (H+) (25 ml.). 51 eluato fue concentrado al vacio
hasta alrededor de 5 ml, vy se afiadid etanol. El precipitado,
que se separd despuds de enfriar, fue recozido y cristaliza-
do desderetand.mcuoso para producir 0,30 g. punto de fusién.

252 (dec.): uv, PR 1 3 , PH 7 .
1 ( ) ¢ rax 253 nm {< 7,900) max 261 nm (€ 7,200);

1!

pH 11
max 261 nm (€ 7,200).

Anal. calcd por C11H15N408P (362.23); C,36.48; H, 4.17; -

N, 15.47.

Hallado C, 36.28; H, 4.36r N, 15.32.

T RN
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tratado con 1,5-diazabiciclo (5.4.0) undec-5-ene (0,5 ¢g.) 58

EJEMPLO VIII
Sjﬁ-g-arabinofuranosil-Nl-metinhipoxantina-S'-o-metilfosfato
Una solucién de QJB-g—arabinofuranosilhipoxantina-

~5t-fosfato (1,0 G, 0,0028 moles) en DMS0 seco {10 ml.) fue

guido de yodurc de metilo (2,0 ml) . e dejd proseguir la read
ciéﬁ durante 15 horas a temperatura ambiente y se traté de =
1a misma menera que se ha descrito en el ejemplo VI para prQ
dueir

0.40 g (37.0%) punto de fusidn 162-5%

SH
(dec.): uv, uﬁ’axl 253 nm (& 10,050) f‘*;x"zss am (€ 9,500):

pH 11 ,
nast 265 nm (£ 7.,450)

anal. caled. )é:or C12H17N4089 (376.26): C, 38.31, H, 4.55; =
M, 14.89
Hallado C,38.14; H, 4.68; N, 14.65.
BJEMPLO IX

9:B-g-arabinofuranosilhipoxantina-B‘.5'-c£clico fosfato.

| A una suspensién enfriada en hielo de Qjﬁbg-arabi-
nofuranosiladenina—B',5‘-&Iclico fosfato (preparado de acuer
do con el método descrito en la solicitud de EE.UU. de T. -
Khwaja y otros, expediente 135/47, moncfosfatos cfclicos de
nucledsidos, serie nfmero 169,095, presentada el 4 de agosty
de 1.971) (2.0 g. 0,0060 moles) en agua (15 ml.) contenien-
do &eido acdtico glacial (3,0 ml) se afiadié nitrito sédico =
(2,5 g., 0,036 moles). El matraz fue taponado de modo sueltg
y agitado durante 2-3 horas en un bafic de hielo. Se dejd prg

sequir la reaccién durante 20 horas. Despuds de evaporacidn

y neutralizacidn con bivarbonato de potasio, se tratd de la

Py
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misma manera ¢ue se ha descrito en el ejemplo IV paraprodume—

cir

1.80 g (89.7%), punto de fusién 2408 (dec.). (a)gs - 49.5¢

{c 1.0, agua)

w, P1 1247 am (£ 12,0007 £ 7247 om (& 12,400 PH 12510m

{ & 13,000) «
Anale. caled por‘C16H11H407P (330.19); C,36,40; ¥,3.35; N 16.
Hallado C, 36.35; He 339 N, 16.87;

EJEMPLO X |
QJB-Q-arabinofuranosiladenina~3‘-fosfato.

Una mezcla de oxicloruor de f£ésforo (1,5 g) y tri-
metil fosfato recién destilado (20,0 ml.) se enfrid a 0-52 -
en un bafio de hielo. Se quifo el bafic de hielo y se afiadid -
como finsmente pulverizado 5'fgbbenzoil-Q:B-Q-arabinofurano-
siladenina (1,5 g, 0,0040 moles, secada a 802 por la noche)
{preparado de acuerdo con el método de H. Renls y otros, J.
Med. Chem. 16, 754, (1.973)). La temperatura fue observada -
entre 5-152. Despuds de 30 minutos se obtuvo una solucidén cl
ra, lncolora, que.fue almacenaca durante la noche a 42, La -
mezcla de reaccidn entonces fue vertida scbre agua de hielo
{100 ml,) conteniendo 2,0 g. de bicarbonato sédico. 5S¢ afia--
did periddicamente bicarbeonato sdédico adicional hasta que el
pH fue estable a 5-6, (alrededor de 1 hora) . E1 trimetilfos«
fato fue separado por extraccién con &ter (4 x 75 ml.). El 4
dter disuelto v el exceso de agua se eliminaron por evaporas
eidn al vacfo, hasta que comenzaron a separarse sales. Se -
afiadid suficiente agua para conseguir la solucién y el pH -

fue comprobado (6-7) antes de colocar la solucidn sobre la

D7

114}

R I T INEEY

SIS e e sy

PR

it

e W




10

.16

25

30

w 15 =

parte superior de una columna de Dowex 1 x 2 (forma de forma
to, malla 100=-200, 60 ml). La columna fue lavada con agua -
hasta cque yva no estuvo presente en el eluyente ningdn mate--

rial absorbente de ultra-violeta. La elucidn gradual (agua -

.a 0,5 ¥ de 4cido £8rmico) y liofilizacién de las fracclones

apropiadas produjo 0,4 g. (24,7% de una mezcla de 2'-fosfa-—-
tos vy 3'~fosfatos.

La mezcla arriba citada de fosfatos (350 mg) fue =
disuelta en recien preparado metéxido sédico en metanol 0O,01M
(25 ml) vy la solucidn se dejd reposar a temperatura ambiente
durante la noche, La mezcla de reaccidn fue cuidadosamente =
neutralizada con Dowex 50 x 8 (H+). La resina fue eliminada
y el filtrado concentradc hasta alrededor de 3 ml. El mismo
fue aplicado a una columna Dowex 1 x 2 {forma de formato, -
40 ml.)}. La columna Tue lavada con agua hasta que no estuvo
presenta en el eluyente ningin material absorbente de rayos
ultravioletas, Después de gradual elucidn (agua a 0,5 M de -
&cido £émmico) salid primero 9ﬂ3-2—arabinofuranosiladenina--
-2t-fosfato seqguido del isdmero 3+fosfato. Las fracciones de
3'-fosfato fuerocn liofilizadas para producir
105 mg 410%) de 93-D-arabinofursnosiladenina-3'~fosfato; =

punto de fusidn 180~1822 (dec.); wv, PH 1 4oy 0 (£ 6,600);
max ’ !

pH 7 . pH 11
cax 258 nm (€ 6,900); - °" 258 mm € 6,900).

Anal. calcd por Cy.H, ,NoO.P (347.22): C, 34.58; H, 4.06; -
N.¢: 20.17.
Hallados

EJEMPLO XTI

9;B-Q-arabinofuranosilhipoxantina—3'-fosfato.

AR R L NI T E L
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A una solucidn refrigerada en hielo de 9-P~D-arabi
nofuranosilgdenina—3'~fosfato {100 mg.) en agqua (1,0 ml;) Y
Zcido acético glacial (0,15 ml.) se affadid nitrito sédico -
(1}5 mg.) El matraz fue taponado de modo suelto y agitado du
rante la noche a 5%. Despuds de evapofizacién v netralizacidn
con bicarbonato potdsido, fue tratado de la misma manera des
crita en el ejemplo IV para producir

pH 7 249 nm; pH 1k

80 mg. (80%): uv, igxl 248 nm: max mase 252 nm,

Las sales de Q«arabinofuranoail purina nucledtidos
indicados arriba pueden ser formadas de la manera convencio-
nal por reaccidn del dcido libre con una base, tal como -
Naﬂcos. para formar, por ejemplo, la sal disddica, La reac-=
cidn con otras bases apropiadas produjo andlogamente las sa-
les de caleio, barlo, potasio y amonio o amonio sustituide,
como se observard ficilmente por los expertos en la materia.

EJEMPLO XIT

varios compuestos de este invento fueron ensayados

para conocer su actividad en tubo de ensayo por el método de

régimen de virus (VR) de Sidwell y otros, descrito en Applied

Microblology, 22: 797-801, (1971). El compuesto se disolvid

en un medio de cultivo delular consistente en vitaminas, ami
no 4cidos, suero, amortiguador, penicilina, estreptomicina y
tinte indicador en agua. El virus suspendido en el medio de

cultivo celular fue afladidc § una mono-capa estioblecida de -
cdlulas Vero, BHK 21, Hela XB o RK 13 y un volumen igual del
compuesto fue afiadido entonces en el plazo de 5 minutos. Las
cdlulas tratadas infectadas fueron incubadas durante tres -

dfas y el grado de efecto cltopatogénico viral (CPE) sobre -

D e R IN AT
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las células, fue graduado segln el examen microscépico, Los
controles para cada experimento incluyeron controleé dercé- é
lulas (célula y medio de cultivo celular solamente) . contre ‘
Jes de virus (células y virus y medio de cultivo célular) Yy
5 | controles de toxicidad (células y quimica y medios de culti ,E
vo celular). v 'é
De los viruses empleados en los experimentos anti
virales, el tipo de herpes 1 estd implicado en labiales, =
’ herpes keratitis y herpes encephalitis. El virus de herpes
10 también estd implicado en mononucleosis infecciosa, linfoma
de Durkitt y carcinoma cervical. La vaccinia ea una forma -
no virulenta»de virus de varicela empleado para vacuna de - i
varicela, que ocasiocnalmente da por resultado afectos secun .
darios indeseados. E1 mixoma causa 1a muerte de los conejos
1o domésticos y silvestrcs, yendo precedido de enfermedad res-

piratoria ¥y grave hinchazdén. El pseudo rables causa pardli~-

sis bulbar infeecciosa, que @s una enfermedad llamada “"pica- E
..... z8n de locura" en el ganado vacuno, ovino, de cerda, de pe-~ |
rros y visones.
20 A

Los resultados de los experimentos en tubos de en

sayo se iluétran-én la tabla I que sigue. il sistema de ré-
§imen de virus (V) de Sidwell y otros, descrito en Applied
Miecrobiologi, arriba mencionado, fue usado para evaluar el
o5 grado de sigﬁificado de la inhibicién de CPE. BEn VR mayor qu%
0,5 es indicativo de definitiva actividad anti-viral, mien=-
tras que un VR de menos de 0,5 indica ligera antividad anti

viral.

30 »
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~TABLA=1-=

ACTIVIDAD ANTIVIRAL 9-f-D~ARABINCFURANOSIL PURINA
NUCLEQTIDOS EN SISTEMLS DE CULTIVO CELULAR

TIPFC 1 IR0 2
VIPUu DE HER VIRUS DE HER VIRUS DE
NOMBRE DEL CCMPUERETO 5 SYMPLEY - DPES SIMPLEX  VACCINIA
9-p-D-arabinofuranosil- 0,4 = 0,9 0,5 - 0,1 1,0 =1,1
hipoXantina~5*=fosfatox
9-B-D-arabinofuranosil- 0,7 - 1,1 0,7
hipoXantina=3',5%=cicli
co fosfato
9-P-p-arabinofurancsil- 0,4 - 0,7 0,0 C.4
hipoxantina-s'uo-matil
fosfato
I_ﬁ—D—arabinofuranosil- C,2 - G, 7 0.C ~0,6 Qpl= 0,4
-hIdroxihipoxantina-5*
-fos;ato

9=P-D-arabinofuranosil- 1,0
hipoxantina—S’-fosFato

Los resultados muestran claramente gue los compues=
tos arriba sefialados exhiben significativa actividad en tubo
de ensaye contra algunos o todos losviruses enumerados.

EJEMPLO XITI

11 siguiente experimento fue realizado usando 9~
arabinofuranosilhipoxantina~5'~fosfato contra virus de harpes
en animales. En este experimento, el compuesto fue disuvelto -
en salina y se inoculd intraperitonealmente 4 horas después -
de la inoculacidn de virus, continuando dos veces al dfa des=
puds de ello durante 8 dfas. Los resultados en la tabla IT de
muestran cue ara~-pA fue menos eficaz y que el tratamiento de -
ara-IMP evitd que muriera hasta el 50% de los ratones.
¥. Este compuesto tuvo una actividad de 1,0 contra mixoma y -

0,2 contra pseude rables.
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~-TABLA=TII=

ACTIVIDAD ANTI-HERPES ENCEPHALITIS DE 9-3-D-ARABINOFY
RANOSIL=-HIPOXANTINA-S'~FOSTATO,

Huesped: 18-20 g. ratones sulzos Ruta de droga: Intraperito-
machos .. neal.

comienzo de tratamiento: 4
.Virus: Herpes simplex, zepa 123 horas despuéds del virus.

Dosis de virus y rutas 3,2 LDg.» Frecuencia y duracidén del -
intracerebral. tratamiento: dos veces al -

dfa durante 8 dfas despuéds
periodo de observacidn: 21 &fas. del virus.

SUPERVI-~ AUMENTO DE INCRE--
VIENTES = TANTO POR  MUNTO -
TOTAL(CON CIENTO DEL DE. SUw--

DOSIS  TROLES DE WUMERO DE  PERVI--

HOMBRE mg/kg/dfa TOXICIDAD SUPERVI- - VIENTES-
——— VIENTES D X
9-p-arabinofura 500 - 5/5 50 6,061
nosil-Yipoxantina 250 - 40 0,05 -
5'=fosfato 125 - 20 0,3
62,5 - 10 0,3
9-B~p-arabinofura 250 5/5 40 0,05
nosiladenina 125 - 30 0,05
62,5 - 0 0,03

%. Valor de probabilidad (anélisis de chi cuadrado) .

EJEMPLO XTIV

Se ensayd el efecto de é:ﬁ-g—arabinofuranosilhipo-
xantinaes*=fosfato (ara-IMP) ¥ Q:B-g—arabinofuranosiladenina
(a;a—A) sobre herpes encephalitis de ratones. En estos expe-
rimentos fueron inoculados intracerebralmente ratones suizos
adultos jévenes con una dosis moderamente letal {capaz de ma
tar 90-95% de los animales) del tipo 1 de virus de herpes. -
6 horas m&s tarde los animales fueron inyectados intracere--
bralpente con una o varias concentraciones de cada droga en

solucién salina o con salina solamente (controles de virus).

S
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La dosis mis elevads, usada de cada droga fue la dosis méxi-
ma tolerada (MTD), es decir la dods mds alta, que no sea le=-
talmente téxica,para los animales. Los animales entoncea fue
ron observades durante 21 dfas y se regirstraron las muertes
seqin fueron ocurriendo. En cada experimenta el producto ara
~IMP fue mis eficaz que ara-A, cuando el tanto por clento de
incremento en supervivientes (comparado con los supervivien-
tes del control de virus) se inscribié contra la dosis rela-
tiva MTD de cada droga. Se efectuaron hasta 5 experimentos -
con las varlas dosis relativas de droga y se determing el -
promedic de tanto por clento de incremento de supervivientes
Los datos se resumen en la fig. 1 ilustrando que ara-IMP tie
ne una ventaja terapeﬁtica gsobre ara=A. Bsta firua-& muestra
el efecto de tratamiento intracerabral, con Q:ﬁhg-arabinofua
ranosilhipoxantina~5*~-fosfato {ara=-IMP) ygfﬁog-arabinofuraqg
siladenina (ara-a) en el tipo 1 de virus de herpes, que indu
ce mortandad por encefalitis en ratones (resumen de 3-5 expe
rimentos para cada punto ilustrado. Fn ella A significa el =~
incremento de superviviente y B la dosificacidn relativa de
droga.

EJEMPLO XV

En este experimento el campuesto fue evaluado con-

tra Herpes keratitis en conejos. Ambos ojos ce conejos de -

Nueva Zelanda, blancos, fueron anestesiados con 0,54 de propa

racaina HCl y el epitelic corneal entonces fue raspado uni-
formemente. Una suspensidn de virus de herpes simplex del ti
po 1, se agregd a cada ojo en suficiente cantidad para cau--

sar cue se desarrollase una keratitis uniforme en el plazo -
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de tres dfas. Cuatro animales fueron tratados tépicamente -

(una gota por ojo) con ara-IMP o con ara=A (0,2 & 0,02 M de
0 solamente PVA

cada unc) en 1,4% de polivinil acchol (PvAY en el caso de =

controles de virus. E)l tratamiento fue horarlo desde las 8 -

de la maffana a las 7 de la tarde, aplicédndose cada droga en

ungliento oftflmico Lacrilube a las 8 de la maflana diariamen=
te durante 7 dfas, comenzando 24 horas depuds de la inocula=-
cién de wirus. Log ojos fuercon exawminados en los dfas 2,4,6 y
9 para observar opacidad corneal, tamafio de la lesidn y tipo
de 1z misma, enrojecimiento, hinchazédn y descarga. Se 416 pa
ra cada uno una puntuacién de ¢ (sin infectar) hasta 4 (mdxi
ma infeccidn), La persbna que examinaba los ojos, no sabis,
que ojos hébian sido tratados con droga o cran el control. =
La opacidad y lesidn én sus puntuaciones se multiplicaron =
por 10 y las otras puntuaciones de los parémetrgs se multi--~
plicaron por 2, despuds se sumaron para obtener "una puntua-
cidn de lesidn promediada en peso" que se inscribid contra -
el dfa de infeccidn. Esta exposicldn gré&fica del efecto de -
cada droga se cbserva en la fig. 2. Ara-IMP en cualquier con
centracidn empleada fue mds eficaz que ara-A para inhibir el
desarrollo de la enfermedad. La figura 2 muestra el efecto -
del tratamiento Sptico con Qgﬁ—g-arabinofuranosilhigoxantina
~5'~fosfato (ara-IMP) ¥ Q:B-g-arabinofuranosiladenina (ara=a)
sobre keratitis inducida por virus de herpes del tipo 1 en -
ojos de conejos. En dicha figura C significa los dfas de ing
culacidn post-virus v D la puntuacién de lesidn promedida en

peso.,.
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EJEMPLO XVI

Se ensayd el efectd de ara-IMP y ara-A en la mortan

dad de hepatitis indueida por virus del aborto eguino en hams)|

ters. Hamsters adultos jévenes fuercn inoculados intraperito-
nealmente con 95% de dosis letal de virus de aborto equino. -
Cada droga, disuelta o suspendida en solucidn salina, o sola-
mente solucién salina para controles de virus, se administré
intraperitonealmente a los animales dos veces al dfa durante
4 dfas, comenzando una hora antes de la inoculacidn del virus
Los animales fueron observados durante 21 dfas y las muertes
se reglstraron seqin iban ocgrriendo. En cada experimento, -
ara~INP demostrd ser mﬁseficaz y menos tdxico que ara-i, man-

teniendo hasta 100% de los animales infectados vivos durante

el estudio. Los resultados se resumen en la tabla IIT.

.....
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La presente Patente de Invencidn, comprende las si=- .

gulentes relvindicacioness
L.~ Procaedimisnto para prepara derivados de 9=/ ~D-
arsbino furanosil nucledtidos, caracterizado porgque para la

obtencidn da la edenina es siguen las etapas de hacer reaccio

nar un correspondiente 9«4 -Q-furanonil nucledsido con un cop|

puesto de caicloruro de fdsforo en presencia de un disolven=-
te de trialguilfosfato durante alrededor de tres horas hasta
alrededor de 24 horas. a temperaturas dssde alrededor de 02 C
hasta a%xedednr'de 15% € para formar un corrsspondiente ara--
binofuréggsiladeniha,nucleétido: y recuperar el;producto.

24= Procedimiento.Pagdn la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque la etapa de racuperacidén incluye las fases
de tratar sl nucleftido con un carbonato alcalino a un pH deg
de alredador ds § hasta alredsdor de 7 y separar sl producto
por cromatografia y liafili;aciﬁn._

K Procedimienté sagln las reivindicaciones pre=
cedentes, caracterizado porque para la obtencidn de la hipo~
xantina se siguen las stapas de: hacgr reatcionar un corrss=
pondiante 9</B=D-arabincfuranosiladenina nucledtido con unr
fcido acético glacial y nitrito sddico en presencias de agua
desde alrededor de 15 horas hasta alrededar de 24 horas a -
temperaturas desde alrededor de 102 C hasta alrededor de 308C
para formar un carrespondienta-grnducto de arabinofuranosil-
hipoxantina nucledtido; y recupsrar dicho producto de nuclad-

tido%

4.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 3, carace

R
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terizado porque dicha etapa de recupsracidn incluye las fasas
de tratar el producto de nucledtido con un carbonato alcalino
y cristalizar el producto de nucladtido.

5.~ Procadimisnto ssglin las reivindicaciones prece=-
dentss, caracterizado porque para la obtencidn del hipoxanti-
na~5'-~fosfato se siguen las etapas de: hacer reaccionar S=43 ~D
arabinofuranosiladenina=-5t=foafato con dcido acético glacial
¢y nitrito ds sodid, en presencia de agua desde alrededor de
15 honraa hasta alrededor ds 24 horas a tempsraturas desde al-
rededor do 102C hasta alrededor de 3090 C para formar dicho 5f-
fosfato de hipoxantina como un produets y rscuperar dicho pro=-
ducte tratindole con un carbonato alealino y despufés crista=-
lizéndola.

6.~ "nProcedimiento para la preparacidn de deriva=-
dos de 9-y8-2farabinu furanosil nucledtidos”,

Segln se describe y reivindica en la presente memo-
ria descriptiva la cual consta de veintisels hojas foliadas y

gscritas a miquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 20%‘& 19.74
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