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En anteriores patente de EE.UU. de la misma titular
se describen y reivindican procedimientos para la cobtendidn -
de compuestos de la estructura

J/\M>

Ho
0 o

en que Rl es carboxamido, tiocarboxamido o carboxamidiéo y -
sus sales de adicidn de 4cido fisioldgicamente aceptablés, -
as{ como sus 5'-fosfatos y 3',5'-cfclicos fosfatos y compues-
tos, en que de otro modo hidroxilos libres de glicosilo lle--
van grupos acilo de Gl-Cls. Los compuestos se exponen en ague
lla patente poseyendo potente.actividad antiviral. En una ejel
cucién del presente invento, se procuran compuestos andlogos,
teniendo el mismo aglicon cuya mitad glicos{dica es de la es-

tructura

X0

x0 0x

en gue por lo menos una X ds acilo de Cl-—C18 Y por 1o menos -
una X es hidrdgeno. De acuerdo con otra ejecucidn de este in-
vento se procuran nucledtidos andlogos, por ejemplo, fosfatos

2',3'-clclicos ¥ 2'- vy 3'- fosfatos mixtos de nucledsidos de

la estructura (a). Compuestos preparados de acuerdo con este
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invento exriben significativa actividad antiviral en ensayos
en vivo sobre animales, y pueden administrarse generalﬁente
come en la seolicitud pendiente de EE.UU. serie n2 340.332 -
presentada el 12 de marzo de 1.973 cuya exposicién se incor-
pora aquf como referencia.

Los compuestos preferidos de 5'~0O~acilo se préparan
por una variedad de métodos elegidos de acuerdo con el grupo
acilo particular deseado. En general, (métodos 1-3, infra) -
sintesis de compuestos 5'-0-acilo comprenden blotueo de iso-
propileno de posiciones 2'- y 3'-~ acilacién en la posicién -
5'=- y de isopropilicenacidn. Los métodos conocidos compren=-
cen reaccidn de acilacidn en medio disolvente (por ejemplo,
piridina) vy se emplean para los grupos acilo de md&s alto pe-
so molecular. En el método 1 se emplean reactantes de anhi--
drido, mientras que el método 2 servird donde sean obteni- -
bles m&s ficilmente haluros de acilo. Grupos acilc de peso -
molecular inferior cuyos anhfdéridos corresponiientes estdn en
estado liquico a temperatu:as normales, se unen al método 3,
empleando como cabalizador. 4-alquilaminopiridina. Un cuarto
método de eleccidn, particularmente para la preparacién de -
compuestos 5-O~benzoilo comprende deacilacién selectiva.

Los siguientes ejemplos 1-5 ilustran 5'-O-acila~ ~
cién de la preferida 1-(fL2—ribofuranosil)-l,2,4—triazol~3—
carbeoiamida,. Zsencialmente pueden emplearse los mismos proce
dimientos para formar los correspondientes 3-tiocarboxamida
y 3=carboxamidinas, con los carfios correspondientes.

En cada uno de los siguientes ejemplos (1-3) de -~

ejecuciones preferidas del invento, el materiesl de partida =

1-(2,3-g—isopropilidenoiﬁLp-ribofuranosil)-1,2,4-triazol—3-
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carboxamida se prepard como sigue: ‘
1~(2, 3~Cc-isopropilideno- D-ribofuranosil)-1,2, 4-triazol-3- -
carboxamida.

1- (B-D-ribofurancsil)-1,2, 4-triazol-3-carboxamida (30,0 g, -
123 moles) fue suspendida en una mezcla de acetona (400 ml;j
v 2,2-dimetoxi-propano (200 ml.). La mezcla fue enfriada-en -
bafio de hielo y se afiadid 70% de 4cido percldédrico (6 ml.). La
mezcla fue mantenida a temperatura ambiente durante 3 horas -
y a 52 durante la noche. La solucidn naranja resultante-fﬁe -
neutralizada con hidréxido de potasio 2N, filtrada y evapora-
da a éequedad. El residuo sélido fue tratado con metanol ¥ el
producto insoluble fue separadc por filtracién. La solucign -
metandlica fue concentrada a un pequefio volumen y se recogio :
el producto cristalino. La recristalizacién de una mezcla de
etil-acetato y metanol, dié l—(2,319—1sopropilidenofﬁlg-ribo-
furanosil) -1, 2, 4~-triazol-3-carboxamida (31,0 gramos, 90% con
punto de fusién 153-154e,

Analisis calculado para CllH16N4 5°

Cc, 46,47; H, 5,67; N, 19,71

Hallado C, 46,38; H, 5,73; N, 19,50

Dependiendo del derivado particular de 5-0O-acilo en
preparacién se empleo uno o varios de los siguientes métodos.

Método 1.

Una mezcla de 1-(2,3,-Q-isop:opilideno—jﬁg-ribofu;g
nosil)-1, 2, 4-triazol-3-carboxamida, piridina anhidra y el -
apropiado anhidrido de acilo se agitd a 602 hasta que ia reac
cidn se hizo completa, como se demostrd por cromatograffa de

capa fina (24~72 horas). Se afiadié agua a la mezcla después -
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de estar completa la reaccién, y el producto se recogié,_por
filtracidn o evaporacidn y extraccién. La 1l=(5-0-acilo-2,3-0
-igopropilideno~ Q—ribofuranosil)-1,2,4-triazol—3-carboxami
da intermedia se convirtid en la 1-(5-O-acil-f-D-ribofuranc-
sil)-1,2, 4~triazol-3-carboxamida por tratamiento con dcido -
acuoso. Una mezcla del rroducto intermedio de isopropilideno
se czlentd a 1002 con una mezcla de 4:1 (volumen/volumen) de
4cido acdtico y agua hasta que se completd la reaccién, como
se demostrd por cromatograffa de cgpa fina (2-5 horas). El =
disolvente se separd por evzporacién y se obtuvo por crista-
lizacién el producto de 5-O-acilo. o

Alternativamente el grupo de isopropilideno pﬁede
ser separado del derivado intermedio de 5'-Q-acil-2',3'-C- -
isopropilideno por tratamiento con mezcla de 9.1 (volumen/vo
lumen) de &cido trifluorcacético y agua a temperatura ambien
te durante 5 minutes. La mezcla de reaccidn se evapord a se-
quedad y el producto de 5'-C-acilo se purificéd por cristali-~
zacidén.

1étodo 2.

Una mezcla de 1-(3-C-isopropilideno-p-D-ribofurano
sil)=-1,2,4=triazol-3~-carboxamida y piridina anhidra se en- -
frid en un bafio de hielo y el apropiado haluro de acilo se -
afiadid lentemen:e con agitacidén. La mezcla de rsaccién se -
mezntuvo a temporatura ambiente hasta que se completd la reac
cidn como se demostrd por cromatograffa de ccpa fina (2-24 -
horas). Se afiadid agua a la mezcla y el producto se obtuvo =
por £iltracién o evaporacién y extraccién. El producto inter
medio de 1—(519—aci1—2,3,-g—isopropilideno-ﬁLE—ribofuranosil)

1,2, 4-triazol-3-carboxanida se convierte en la 1-(579-aci1-£3
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D-ribofuranosil)-1,2, 4-triazol-3-carboxamida como en el.métg
do 1.

Método 3.

Una mezcla de 1-(2,3-0-isopropilideno -B-D-ribvofu-
ranosil)-1, 2, 4-triazol-3-carboxamida y un exceso del apfoéig
do anhfdrido de acido conteniendo una cantidad catalftica -
(aproximadamente 100 mg.) de 4-dimetilaminopiridina se agité
a temperatura ambiente hasta que la reaccién se completd co-
mo se demostrd por cromatograffa de capa fina (16-24)horas).
La mezcla de reaccidn se evapord a sequedad y el prodgétc se
aislé y convirtid en la 1-(S-Q-aciliﬁ—g—ribofuranosil);l,2,4
triazol-3-carboxamida como en el método 1. Alternativenente,
el producto crudo de 5'~O-acil-2'-3'-O-dsépropilideno, obteq;;
do por evaporacidn puede convertirse directamente sin purifi
cacién en la 1-(5-0-acil-B-D-ribofuraznosil)-1,2, 4-triazol-3-
carboxamida por los procedimientos de isopropilicenacidn, da
dos en el método 1.

Método 4.

Una mezcla de 1—(2,3,5—tri-g-benzoiltfig—ribofuraqg

| sil)-1,2,4-triazol-3-4cido carboxflico metil é&ster v metanol

saturado a 02 con amoniaco anhidro se agitd a 02 durante ¢ -
horas. La solucidn resultante fue evaporada a sequedad a pre
sién reducida y el producto fue cristalizado desde etano -
acuoso para dar 1-(5-O-benzoil-B-D-ribofuranosil)-1,2, 4-tria
zol-3-carboxamida con puntc de fusidn de 182-184¢e,

Los métodos particulares empleados al preparar los
compuestos del ejemplo 1-5 aparecen en la tabla I que informa

sobre algunas de sus propiedades.
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Naturalmente gue pueden asegurarse de otro modo com
puestos dentro del alcance del presente invento. Por ejemplo,
pueden conseguirse andlogos de 5'-O-acilo por via de acila- -
cién selectiva como puede ser, por ejemplo, 2'-o—acilo,_3'—§-
acilo y andlogos dig -acilo, con consiguiente separaciéﬁ‘dg -
via de cromatograifa de columna. Véase por ejemplo, C.A. -
Decker y L. Goodman, The Carbohydrates volumen 23, P.26_(§e—-
gunda edicidn 1970) Academnic Press, N.Y.

EJEMPLO 6.

Varios de los compuestos preparados en los ejemplos
precedentes fueron ensayados para actividad en vivo contra -
inZluenza Az(Japén 305) de muertes inducidas en ratones'ﬁa- -
chos suizos (19-20 gm) y los resultados se compararon con -
a@uellos obtenidos con 1-£B-g—ribofuranosil)-l,2,4—triazol-3-
carboxamida. Los ratones fueron inoculados intranasalmente -
con virus y se trataron con el compuesto bajo ensayo por admi
nistracidn oral tres veces al dfa durante 8 dfas, comenzando
8 horas antes y 4 horas después de la inoculacién del virus.
La dosificacién de virus fue de 3,2 LDSO‘ Los ratones infecta
dos fueron observados durante 21 dfas. Los resultados de las
pruebas se presentan en la tabla I. Todos los compuestos enss
yvados fueron oralmente no tdxicos en las dosificaciones ensa-

vadas.

N
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El compuesto del ejemplo 4 fue similarmente ensaya-
do, salvo que los ratones fueron ratones machos suizos de 17-
18 gr., la dosis de virus fue de 3,2 LD50 vy la droga fue pri-
meramente administrada 5 minutos antes de la inoculacidn del
virus.

Los resultados aparecen en la tabla II.
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| Preparacién de 1-f-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxami

Los 1-(B-D-ribofuranosil)-1,2,4-triazol-3-R, fosfa

1
tos 2'«3'-cf{clicos del invento se vrepararon por una adapta-
cidn del procedimiento de T. Ueda e I.Kawai, Chem. Pharm. -
Bull. (Japdn) 18, 2303 (1970) en cue el correspondiente_nu;-
cledsido se hace refluir en dimetilformamida con la sal de -
tri-n-butil amina &€ 4cido pirofosfdrico. El producte sé pu-
rificd por cromatograffa de intercambio de iones de celulosa.
Los fosfatos 5'-0O~acilo 2'-3'~cfclicos pueden prepararsé.éi-
milarmente comenzando con los 5'-O-acilados nucledsidos.

Se aseguran fosfatos mixtos (2',3') por divisidn -
de los correspondientes fosfatos ciclicos, por ejemplé;‘dgn
dcido diluido. Si se desea, hidroxilos de glicocilo, iiS;es
de otro modo de la mezcla resultante, pueden ser acilados y
separados Q-acil 2'- y 3'- fosfatos pueden separarse uno de

octro.

EJEMPLO 7

da 2',3'-fosfato efclico.

Una solucidn de 11E2-ribofuranosil-1,2,4—triazok—3
-carboxamida (1,22 g, 5,0 mmole) 4cido piro®sférico (10,0 -~
mmoles) y tri-n-butil-amina (40,0 mmoles) en dimetilfomamida
(100 ml) se hizo refluir durante 2,5 horas. El disolvente -~
fue separado en vacfo y el residuo fue disuelto en hidrdéxido
aménico 1N (100 ml). La solucién fue extraida con &ter y la
faseacuosa fue concentrada a un pequefio volumen. La solucién
fue diluida con agua a 60 ml, y el pH fue ajustado a 8,5 con
hidréxido aménico. Esta solucidn fue aplicada a DE 52 celuo-

sa (130 g) en columna en la forma de bicarbonato. La emul~ =

sién de hizo con un gracdiente lineal de agua (1.000 ml.) a -
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0,05 M bicarbonato de trietilamina (1.C00 ml.) v se recogie-
ron frzcciones de 2C ml. =l producto estuvo contenido en frac
ciones 35-50 que fuercn ccmbinadas y svaporadas a sequedad.
El residuo fue disuelto en agua (2¢ ml.) y se hizo pasar s -
través de una columna de Dowex 5C x 8 (20 ml.) en la forme de
amonio. La columna fue eludida con agua y la soluciédn céntenigg
do el producto fue evaporada a sequedad. El residuo fue disuel
to en metanol y una pequefia cantidad de impureza fue senara-
da por filtracién. El filtrado fue evaporado a sequedad y el
residuo fue disuelto en agua. La solucidn fue liofilizada pa
ra procurar la sal Je amonio del fosfato 2'-, 3'—c£cliéo.

andlisis. Czleulado para CBH14N507P.H20:

c, 27,93; H, 4,58; N,.21,13.

HYallado: c, 28,26p 4, 4,73; M, 20,53

Sales de metal de dlcali o el fosfato 2',3'-ciclico
libre pueden obtenerse de la sal de amonio por intercambio -
de iones.

Despuds de breve tratamiento con dcido diluido el
fosfato 2%, 3'~ciclico fue convertido al 2'(3')-fosfate como
se ilustra por cromatograffa de capa fina sobre gel de sfli-
ce con 7:3 (volumen/volumen) de acetronitrilo: ¢,1 N cloruroc
acuoso de amonio.,

EJEMPLO 8

Bl compuesto del ejemplo 7 fue aprobado para acti-
vidad antiviral por el método de régimen de virus (VR) del -
S8idwell y otros. Appl. Microbiol 22, 797 (1971) contra virus
de herpes simplex del tipo 1 (HSV/1l), tipo 13 de rhinovirus
(RV/13) tipo 3 de virus de para-influenza (PIV/3), tipo A de

NS

virus de influcncia. ZEWI (I ), v virus de vaccinia (VVv),




e

en las lfnea de selva mostradas en la tabla IIT més abajo. -
V.R. 21,0 es indicativo de definida actividad antiviral, V.R.
de 0,5 - 0,9 es indicativo de moderada actividad antiviral v
V.R. €0,5 sugiere ligera o ninguna aparente activicad antivi
ral. Para demostrar la actividad antivirsl de los conceptos

resultantes cuando el fosfato ciclico fue abierto por hidro-
lisis &cida, se aciduld la solucidn (en medio de cultivo de

célula) conteniendo la mds alta concentracidn de productos -
a pH 1,5 con 1M de HCl. La formacidn de una mezcla de 2'- v

1o 3'~fosfato de l—g&—g-ribofuranosil)-l,2,4—triazol se confir-
mé por cromatografia de capa fina. Esta solucién Y una sélu—
cidn similar que no fue acidulada se incubaron lado a ladc a
372 C durante 2 horas. La solucidn acidulada fue entonces -
15 neutralizada afiadiendo 1N de NaCH y las dos soluciones incue-
badas fueron diluidas y ensayadas en cultivo de célula junto

con una solucidn similar que no habfa sido incubada.

Siguen los resultantes datos VR.
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-TABLA-=TIII =~

Régimen de virus de ciertos l,2,4~triazol=-3-carboxamida-

1= =p-ribotidos

Compuesto RV/13  PIV/3 INWS
KB RK=13 KB KB K8 CE

Sal de amonioc de
1-(/F -D-ribofura-
nosil)=l,2,4~tria~
zol=3~=carboxamida
2',3%=ciclico fos-

fato 0.8,1.2 1.1 0.6 0.2,0.3 1.1,1.1 0.4

-~ idem --
(incubado) 0.8 == - 0.2 1.0 0.4

2'- y 3'=fosfatos

mixtos (incubados)

de 1=(/3 =D-ribofu=

ranosil)-I,2,4=-tri~

azol=3=carboxamida 0.8 -~ -—  D.6,0.6 1.0 0.5

La mezcla ds 2'- y 3'=monofosfato exhibid acti-
vidad similar a la del fesfato ciclico salvo an el casa de RU/

13 que demostrdé ser mas sensible a los fosfatos no ciclicos.

La presente patente de adicidn comprende las
siguientes reivindicacionas:

1.~ Mejoras introducidas en sl objeto da la pa-
#ente principal No. 403.142 por "Procedimiento para la prepa=-
racién de 1,2,4=triazol nucledsidos" espscialments (/& -D-ribo-

furanosil)=l,2,4-triazol nucledsidos de la estructura
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KO

X0 BX
en qua R1 se selecciona del grupo consistente en a) carboxami-

da, b) tiocarboxamida y c) grupos garboxamidime y sales de adi
cién de dcido, fisiocldgicaments aceptables de c) y en qua X
es hidrégeno ¢ Cl - Cls acile, sisndo por le menos un X hidrd-

geno y siendo por lo menos un X acilao, caracterizadas porqus

preferencialments se acila con un haluro ds acile o anhidrido
de acilo, uno o varios des los grupes hidroxilo libres ds un

compuesto de la estructura

OH OH
en qus R1 8s como se ha indicado arriba y aislando sl procuc~

to.
2.- Mejoras segin la reivindicacidn 1, especial=
mente para preparar l-(A8 -D-ribofuranosil)-l,2,4~-triazol nu-=

cledsidos de la estructura,

)

RO 0

p-
¢ ‘o
eh que Rl se sslecciona del grupo consistente en a)-ecarboxami-

da, b) tiocarboxamido y c) grupos carboxamidino y sales ds
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- 16 =

adicidén de acido fisiolégicamente aceptables de ec); y en que R

es hidrdgeno o C1-Claacilo, caracterizadas porque ss fosfori-

la un compuesto de la estructura

RlJr—lr

N
RO 0

OH OH
an que Rl y R son como ss ha indicado arriba; con acido fos-

rérico en dimetilformamida y se aisla del producto.

3.~ Mejoras seqln las reivindicaciones precedsn-
tes, sspecialmentes para preparar 2' y 3' fosfatos de un l-
Q@'-Q-ribofuranosil)-l,2,4-triazol nucledtido de la estruc-

tura R

|
I

HO

OH OH

en que R1 se selecciona dsl grupo consistente en a) carboxa-
mida, b) tiocarboxamido y c) grupos carboxamidino y sales de
adicién de 4cido fisioldgicamente aceptables da ¢); caracte-
rizadas porqus sl producto de la reivindicacidn 2 se hidro=

liza con acido diluido.

4.~ "Majoras introducidas en sl objeto de la pa-
tente principal 403.142, por: "Procedimisnto para la prepa-

racién de 1,2,4-triazol nucledsidos".
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Seglin se describs y reivindica sn la pressnte ms-

moria descriptiva, la cual consta ds discisiets hojas folia-

das y escritas a maquina por una sola de sus caras.

17 MAR 1875,

Madrid, a
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