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Compendio

En la presente se dan a conocer la 3-desazaguanina
y sus derivados, incluyendo el tetrahidropiranilo-ribofurano-
silo, 5-desoxi-ribofuranosilo, ribofuranosilo-5-fosfato y el
ribofuranosilo-fosfato 3,5-ciclico, como agentes antivirales,
antitumores y antibacterianos.

Referencia a Solicitudes relacionadas

Esta solicitud corresponde en parte a las solicitu-
des norteamericanas nGmero de serie 377,078 y 377,079, ambas
presentadas el 6 de julio de 1973, y en parte a la solicitud
nateamericana "3-desazaguanina y sus derivados", presentada
el 5 de junio de 1.975.

Antecedentes de la invencidn

En la década pasada se han encontrado muchos andlogos
de nuclebsidos, que exhiben buenas actividades antitumorates ¥
antivirales. Entre los agentes antivirales y antitumorales nu-
cleosidicos, sintéticos, actualmente conocidos, se considera -
que los mds importantes de ellos son generalmente la 5-yodo-2"
desociuridina (IDU), la 9—beta—2—arabinofuranosiladenina (ara
a) y la l-beta-g—arabinofuranosilcitosina (axa-C). Sin embar--
go, como agentes- antivirales, estos compuestos solamente son -
activos contra uﬁ espectro limitado de virus que no incluyen -
aquellos que causan las enfermedades respiratorias en el hom--
bre (influenza, resfrio com@n). El Gnico andlogo nucleosidico

del cual estamos conscientes que es activo contra estos virus
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de enfermedades respirtarorias es la l-beta-D-ribofuranosil-

1,2,4-triazol-3-carboxamida que se ha descrito en la patente
nateamericana 3,798,209 y que lleva el mismo causahabiente -
que esta solicitud.

Ciertos derivados de este fGltimos compuesto, seglin
hemos encontrado, tambi®én tiene una actividad antiviral sig-
nificativa, como tienen las bases de triazol, 1,2,4-triazol-
3-carboxamida y 1,2,4~-triazol~3~tiocarboxamida, pero alin con
el advenimiento de estos compuestos y el descubrimiento de -
su eficacia antiviral, subsiste una necesidad de contar con
compuestos que sean capaces de inhibir efectivamente las in-
fecciones de virus, especialmente aguellas que causan enfer-
medades respimtorias.

Los agentes antitumorales nucleosidicos conocidos
sufren de una toxicidad al htesped o bien no son de espectro
amplio en su actividad antitumoral.

Asimismo, cuando se utilizan los andlogos nucleosi-
dicos para inhibir el crecimiento ya sea viral o tumoral, los
nucledsidos son metabolizados in vivo a sus eorrespondientes
monofosfatos o plifosfatos, que son los inhibidores reales -
de tal crecimiento. Un obstéculo principal en el ampleo de -
los anflogos de los nucledbsidos en la quimioterapia, sin em-
bargo, es la emergencia de una resistencia celular a estos -
compuestos, puesto que las células invasoras exhiben un ni--

vel bajo de actividad de quinasa o pirofosforilasa y, por con
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siguiente no producen fosfatos efectivos. En tanto que podria
superarse este problema mediante el empleo de fosfatos de nu-
clebsidos estos derivados muchas veces no pueden pasarpor la
membrana celular o se degradan rapidamente en flGido interce-
Jular y, por lo tanto, son inefectivos como inhibidores.

En vista de las consideraciones anteriores, es clara
mente conveniente tener andlogos que sean capaces de inhibir e
forma efectiva el desarrollo de infecciones virales y noeplag
mas y que también posean una solubilidad superior que log =
agentes antivirales y antitumorales, adualmente conocidos. Sin
embargo, para suministrar tal compuesto, que no solamente ten
ga una actividad aceptable, pero que tambi®n sea capaz de pe—
netrar en la membrana celular y entrar en contacto con la in-
feccibn viral en concentraciones efectivas, se tropieza con -
grandes dificultades.

Resumen de la Invencidn

La presente invencidn estd dirigida a compuestos y

al procedimiento para su preparacidbn, de la estructura,

0
Z
X N
' ®
. Id
¥-CH, S

1
en donde X es NH, -NH, © OCH,; Y es CNHR >CNR 6 C=N, en don

de R es acilo y Rl es =CH-N(CH,)

3) 51 Z es H, tetrahidropiranilo,

beta-D-ribofuranosilo, S—desoxi—beta—g—ribofuranosilo, beta-D

ribofuranosil~5-fosfato, beta—g-ribofuranosilfosfato, 3,5-ci~
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clico, acilo Cl-018 e igpropiliden-beta~D-ribofuranosilo, aci

lo Cc.~C e isopropiliden-5-desoxi-beta-D-ribofuranosilo, aci

1 718

lo Cl-c18 e isapropiliden-beta-D-ribofuranosilo~5~fosfato o -

Cl-c18 acilo beta-D-ribofuranosilo-fosfato 3,5-ciclico;y sus
sales aceptables fisioldgicamente; con la condicidn que X es
\ 1 .
MNH e Y es >CNHR o”CNR™ cuando X e Y estn unidos; y X es NH,
6 OCH, e ¥ es C=N sblo cuando X e Y estén unidos.
Los compuestos de la invencidn son fGtiles como agen

tes antivirales, antitumorosos y antibacterianos.

Descripcidn detallada de la invencidn.

Los compuestos de esa invencidn se pueden preparar
de acuerdo con la siguiente representacibn esquemdticu, como
se indica en los ejemplos ilustrativos que se dan en seguida,
en donde las tempemturas y puntos de fusibn estan expresadas
en grados centigrados. Los puntos de fusidn se determinaron -
con un aparato para punto de fusion, capilar, de Thhomas Hoo-
ver y estén sin corregir. Las rotaciones especificas se midie
ron en un tubo de 1 dm con un polarimetro de lectura, digital
y autom&tico, Perkin-Elmer, Modelo 141, El espectro de reso—-
nancia protdn magnética (pmr) se obtuvieron en un espectrdme-
tro vVarian A-60 y un espectrbmetro Hitachi R-20A en DMSO--Q6 -
usando DSS como referencia del interior. El espectro ultravio
leta se registrd en un espectrofotdmetro Cary, Modelo 15 y el
espectro infrarrojo en un espectrofotdbmetro Perkin-Elmer 257

(perlitas de KBr). Los andlisis elementales se llevaron a ca-

bo por Galbraith Laboratoiros, Inc., Knoxville, Tenn. Las eva
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poraciones se hicieron bajo presidn reducida con una tempera-
tura del bafioc por debajo de 400, ILa deteccibn de los coﬁéoneg
tes sobre gel de silice (ICN, Woelm F 254) fué por luz ultra-
violeta y con &cido sulffirico al 10% en rocio de metanol, se-
guido por calentamiento.

Las sales de adicidbn con &cidos aceptables, de la -
parte basica pueden ser seleccionadas de, pero no necesariame;
te limitadas a, el grupo consistente de clorhidrato; bromhi-~
drato, yodhidrato, citrato, sulfato, sulfato substituidn, fos
fato, carbonato, bicarbonato y formato., Sales aceptakles de -
la parte fosfato se pueden seleccionar de, pero no necesaria—
mente limitadas a, el grupo consistente de metales alcalinos
o alcalinotérreos, por ejemplo, sodio, potasio, calcio, magne
sio, litio: amonio y amonio substituido, trialguilamonio, -~
dialquilamonio, alguilamonio, v. gr., trietilamonio, trietila
monio, dietalomonio, octilamonio, cetiltrimetilamonio. cetil-
piridio,

Los grupos hidroxilo en el glicon y el grupo amino
del heterociclo puede ser blogueado con grupostales como, pe—
ro no hecesariamente limitados, a acilo, isopropilidina y dim
tilaminometileno, El grupo acilo puede ser seleccionado de un
grupo consistente de dcidos saturados o aromiaticos, insatura-
dos, substituidos de cakna recta o ramificada, tal como pe- -
ro no necesariamente limitados a, 4cido acético, %cido .tri— -
fluoroacético, &cido propidnico, 4cido-n-butirico, 4cido iso-

batirico, &cido valdrico, &cido caprbdico, &cido pekargbnico,

| Cad

@
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e

4cido en&ntico, &cido caprilico, &cido lactico, &cido acrili-
co, 4cido propargilico, &cido palmé&tico, acido ftileo, acido
saliciclico, &acido cindmico y acido naftdico.

- ESQUEMA - T -

]
, 0 oY
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ESQUEMA I (Continuacidn)

/

\4
H,CO “‘\> N=G-CH; \ \>
N=C-CH, ; + oy ¥
9a 12a R=tri-O-acetil-B-D-ribo-
- furanosilo B
9b 12b R=tri-0-benzoil-B-D-ribo-
furanosilo h
9¢ 12¢ R=tri-O-acetil-g~D-ribo-
furanosilo -
15 18 R=tetrahidropiranilo
l2n 124 R=5'"-desoxi-2',3'-di-O-

acetil-B—2~ribofuranosilo

N
a b N=C-CH
_sz ‘Y§> 2 l ﬁ).
N
X

= HN i
N=C-CH, 2y
0
10 13 R=B-D-ribofuranosilo
16 19 Re=tetrahidropiranilo
22 25 B=5"-desoxi-B-D-ribo-

furanosilo

HN~NZ7

e

oo

11 14 R=B-D-ribofuranosilo

17 20 Re=tetrahidropiranilo

23 26 R=5'-desoxi-B-D-ribo-
furanosilo.
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- ESQUEMA 1I -

U -1
CH -&0
3

yc-8-0

'y
!\'

0- -CH




10

15

20

25

30

Como se hé'ilustfado, los compuestos pueden sr prepa
rados de metil—4(5)Lacetamidé—2—imid320145—(4)—ca£oxi1ato (com
puest& 2) el cual se hac; reaccionar éon un égente deshidratan|
te tal como el oxicloruro e fésforo, cloruro de oxalilo, clo—-
ruro de tionilo, etc:, bajo condiciones de reflujo para propox
¢ionar el metil—4(g);éianometil—Z—iﬁidaxi;S(4) barboxilafo -
(éoméﬁesto 3) el cual se calienta con amoniaco liﬁuido a una -
tempefatura entre 100 y 1500C para dar el 4(5)-cianometii—4— -
imidézol—s—(4)—car£oxamida (comﬁuesto'4), Ejemplos I-III, Este
compuésto luegoise.hace reaccionar, bajo condiciones de reflu-
jd, con un carbonato de metal alcalino, tal como carbonato de
sodio, para proporcionar la 3-desazoguanina (compuesto 5). Por
otra parte,'l; 34desézoguaﬂina se puede preparar directamenge
del carboxilato de cignometilo por tratamiento con cloruro de
amonio en.un alcochol alifitico tal como metanol, etc., er la -
presencia de amoniacé a una teﬁpératura entre 100 y iSOQC, Eje
plo . x '

Los compuestos 91‘10, 11,'12, 13 y 14. se pueden pre-
parar de 3, utilizndo un p#ocedimiento de fusidn a temperatura
elevada céh una ribofuranosa protegida, o por conversibn de su
derivado sililado y reaccibn con una ribofuranosa pro%egida en
la presencia de cloruro estinnico seguido pbr aminacibn y cie-
rre de anillo, o bien los compuestos 11 y 14 se pueden prepa—-
rar de 3—dé§azoéugnina por giicgsiaacibn diégcta, Ejemplos V-

VII. Los derivades de tetrahidropiranilo (compuestos 15 hasta

20) y los derivados de S%t-desoxiribofuranosilo (compuestos 21

hasta 26) se pueden tamhidn preparar de una manera sigiilar,

1=



10

15

20

25

30

Ejemplos VIII y IX, respectivamente, tal como se indica en el

esquema I.

Los 5'~fosfatos se pueden preparar por via de fosfo-

=4

rilacidn de dos diferentes precursores, esquema II. El Ejempld
X muestra la fosforilacién de la 5(4) cianometil-l-beta~D-ribo
furanosilimidazol~4- (5)-carboxamida y el Ejemplo XI la fosfo-
rilacitn de los compuestos 1l y 14. Los fosfatos 3'.5%-cicli-
cos (compuestos 28 y 31) se preparan, Ejemplo XII, de los com~
puestos 27 y 29, respectivamente o bien el compuesto 31 se =
prepara del compuesto 28, como se muestra en el esquema II.

Los compuestos de la invencibn también pueden ser -
bloqueados como muestra el esquema II. El ejemplo XIII nues--
tra el blogueo en la porcién de azlicar (compuestos 32 y 33) -
el boqueo del aglicdn (compuesto 34) o bloqueo de ambos, azfl-
car y aglicdn (compuesto 35).

La 3-desazoguanosina (compuesto 1l) también se pue--
de preparar por conversidn encimética de la 3—desazoguéhina,
comose indica en el ejemplo XIV siguiente.

EJEMPLO I

4(5)-acetamido-2-imidazol-5(4)~-carboxilato de metilo (Comp. 2

Se agrega el dimetiléster de &cido 2-imidazol-5-car
boxilico del &cido 4-acético (compuesto 1)l (20.4 g, 0.013 mo
les) a 1800ml de metanol saturado, a QQ, con amoniaco, y la -
solucidn &mbar resultante se agita por 16 horas a la tempera-

tura ambiente. La solucibn naranja brillante se evapora al va
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- 11 -

cio a sequedad, el residuo se tritura con 50 ml de metanol y
luego se recoge y se seca al aire para propofcionar 16.67g.
(Compuesto 2) (88%), punté de fusibn: 230~2320C (literatura,
punto de fusibn: 242-244¢).
1) R.X. Robins et al, J. Org. Chem. 28, 3041 (1963).

EJEMPLO IT

4(5)~cianometilimidazol-5(4)-carboxilato de metilo (Compuesto

* liza con 100 ml de hielo a 00. La solucibn se neutmliza a un

3)
16.6 g, 0.097 moles del compuesto 2 se reflujan en
800 ml de oxicloruro de fosforo por tres horas. Se remueve el

exceso de oxlicloruro de fbsforo al vacio y el residuo se hidyo

pH de 6, abajo de 150C. Después de 16 horas, el precipitado se¢
filtra, se lava vy se seca p@ra proporcionar 12.4 g (compuesto

3} (77%), punto de fusidn: 168~1700C. Una muestra analitica -

fundi6 a 170-1710, APE L 222 nm, 10,700 APE 11 251 nm, 10,600
max méx
rmn (Dmso-d6)83.89 (s,3H, CH,), 4.20 (s,2H, CH)) 7.90 (3,1H,]

H2), 13.3 (ancho, 1lH, NH).

An&lisis. Calculado para C7H702N3: Cc, 50.91; H 4.27, N 25.45
Encontrados ¢, 50,70, #H 4.,25; N 25.35
EJEMPLO ITII

4 (5)—cianometilimidazol-5(4)~carboxamida (Compuesto 4)

Se calentd el Compuesto 3 (5.0 g, 0.03 moles) con -
200 ml de amoniaco liguido por 48 horas. Se evapord el .exceso

de amoniaco, el residuo se tomd en aproximadamente 20 ml de ~
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- 12 -

agua, se filtrd y se secb al aire para proporcionar 2.85 g. -
(62.5%) del compuesto 4, punto de fusibn: 225~228QC. Una mues
tra analitica fundid a 230-2329,

Andlisis: Calculado para ¢ H N,0: C, 48,00; H, 4.03; N, 37,32

66 4
Encontrado: ¢, 48.14; H, 3.97; N, 37,51,

EJEMPLO IV

6~aminoimidazo (4, 5~c) piridin~-4—~ona (3-desazaguanina) (compuesto

5)

Método A. 1.5 g. (0.01 mol) del Compuesto 4 se reflu

2CO3 al 10%, durante 4 horas, se neutralizd -~

a un pH de 6 con &cido clorhidrico concentrado y luego se dejb

j% en 15 ml de Na

reposar a 4QC por 16 horas. Se recogid el sbdlido resultanteo -
se lavd y se secd para suministrar 750 mg (50%) del compuesto
4, punto de fusion: 3002C,
An&lisis calculado para 06H60N4: C, 48.00; H 4.03; N, 37.32.
encontrado: c, 47.99, H 4,10; N, 37.19,
Método B. Se calentd el compuesto 3 (5.0 g, 0.0203 -
mol) en 200 ml de amoniaco liguido a 100eC por 96 horas, El =~
amoniaco se evapord y el residuo se disolvid en 60 ml de H20,
se recogid y se secd para proporcionar 2.85 g ( 56%) del com—~
puesto 4, punto de fusibn: 300Q, Las constantes fisicas fueron
idénticas a las del producto suministrado por el Método A.
Método C. Una solucidbn de 0.50 g (3 m mol) del Com=-
puesto 3 y 0.50 g de NH4C1 en 20 ml de metanol, dentro de la -

cual se habia burbujeado NH, por 2 minutos a la temperatura am

3
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biente, se selld y se calentd en un bafio de aceite a 1502 por
16 horas. El contenido se evapord, se tomd en 20 ml de H,0 ca
liente y se filtr0. El andlisis mostrd que el producto era la
3-desazaguanina, con rendimiento de 33%.

EJEMPLO V

5-cianometil—l—(beta—P-Z',3',5'-tri—o—acetil 0 benzoil ribofu

ranosil)~imidazol~4~carboxilato de metilo (Compuesto 9) vy 4--=

clanometil~l-beta~D=-2!.3'=5'-tri-0O—acetil o benzoil-ribofura-

nosil)~imidazol-5-carboxilato de metilo (Compuesto 12).

Método A. El 4(5)-cianometilimidazol~4(5)-carboxila
to de metilo (Compuesto 3) (1.86 g, 11 moles) se mezcd comple
tamente con el 1,2,3,5-0 -tetracetilribosa (Compuesto 7&) -
(4.77 g., 15 moles), v la mezcla se fundid en un bafio de acei-
te a 1700C por 7-8 minutos, Se agregd &cido cloroacético (20Q
mg), v se aplicd vacio mientras la temperatura del bafio gae -~
elevaba répidamente a 190Q. El tiempo total después de la adi-
cidn catalitica fué de 25 minutos.

El producto se extrajo con benceno, se filtrd y se -
lavd con Ng,Co

en solucidn saturada y luego con H.O. EL bence

3 2

no se secd, se fltrd y evapord. La goma residual se cromatogra
fi% sobre una columna de &cido silicico usando CHC.'L3 con con~-
centraciones aumentadas de MeOH. El producto que contenia fradg

ciones se reunid, se evapord y cristallizd de MeOH para dar el

Compuesto 12a (1.7 g)/qiﬂ 7y 11

s 242 mu, punto de fusidn 92-93

rmn (en CDC13)§‘6.45 (1,3,H1JH ’ H2 = 2.5 Hz) Analisis para -
1
018H21N309' calculado: C, 51.06; H, 5.00; N, 9.93, Encontrado:

[¢]
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¢, 51.23; H 5,03; N, 9.90. El otro isbmero (Compuesto fa) se
aisl®d con un rendidento menor del 10%.

Se aplicd el mismo procedimiento de fusidbn usando
2,3,5-tri-0-benzoil-1-0~acetilribofuranosa (Compuesto 7b)Y -
también di® una mezcla de dos posibles isbmeros (Compuestos
9b y 12b) como se determina por el espectro de rmn, con un -
rendimiento total de 47%.

Método B.El Compuesto 3 (1.65 g. 10 mmoles) se re-
flujd por 18 horas con hexametildisilizano (25 ml) y (NH4)2
so4 (50 mg), se removid el exceso de hexametildisilizano y -~
el producto (Compuesto 6) se disolvid en dicloroetano (200 ml
Se agregd tetraacetilribosa (Compuesto 7a) (3.18 g, 10 mmoles
seguido por Sncl4 (0.08 ml) y la mezcla de reaccidn se agitd
a la temperatura ambiente por 6 horas. En seguida se agfegé
una solucibn satuada de Na,CO, y se continud agitando por wme
dia hora. La fase orgénica se lavd con una solucibn de Nazco3
con HZO vy se secH, se filtrd y evapord. La goma residual se
purifict como en el Método A para obtener los compuestos 9a
vy 12a con un rendimiento de 57%. La relacibn de los compues-
tos 9a y l2a fué de 2:1, como se determind por la absorcibn
ultravioleta.

Cuando se repitid el procedimiento usando 2,3,5~ -
tri-gfbenzoil—l—gracetilribofuranosa (Compuesto 7b), la mez-
cla isomérica de los productos 9b y 12b se obtuvieron, con -

un rendimiento total de 60%, como una espuma blanca. La rela
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cibn de los compuestos 9b a 12b fud de 5:1.
Método C. Se disolvid el compuesto 6 (10 mmoles) en
CH3CN (100 ml) y se agregd Bromuro de 2,3,5=tri=0~acetilribo-

furanosilo (10 mmoles) disuelto en CH.CN (25 ml), y se agitd

3
la mezcla a la temperatura ambiente por 3 dias, en seguida se
agregd MeOH (10 ml) y la mezcla se evapord bajo vacio. La go-
ma resultante se purificd como en el Método A dando un rendi~
miento de 55% de los compuestos 9a y 12a (con una relacidn de
1:8).

Se repitid el procedimiento usando el bromuro de =~
2,3,5-tri-Q-benzoil-ribofuanosilo (Compuesto 8b) para obtener
los compuestos 9b y 12b,

Método D. El compuesto 3 (25,0 mmoles)rse reflujd
bajo condiciones anhidras por 12 horas, con hexametildisilazg
no (300 ml) y sulfato de amonio (Q5 g). Se removid el excesc
de hexametildisilazano por destilacibn. El aceite residual se
disolvid en 1,2-dicloroetano seco (800 ml) luego se agregd a
la solucidn el 1-O-acetil-2,3, 5-tri~0-benzoil-beta-D-ribofura
nosa (76.5 g) y cloruro esténnico (25.4), El analisis indicd
la conversidn casi completa del nuclebsido después de 15 min.
La mezcla de reaccidn se agitd por 4-24 horas y luego se va—-—
cid en una solucibdn de hicarbonato de sodio al 5% (3 litros).
La mezcla se filtrd a través de celite, se extrajo con cloro-
formo (3 x 800 ml) y se combinaron los extractos y se secaron

sobre MgSO, v se evaporaron bajo presidn reducida (50Q) a una

4

[
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et d

espuma de color claro (92 g. 100%) del compuesto 9b. Una mues,
tra analitica se obtuvo al pasar 1 g disuelto en benceﬁo - -
acetato de etilo (l:1) a través de una columna de gel de sili
ce (10 g) para dar una espuma blanca; rmn (DMSO—d6;<f3.85 -
(s, 3, CH3), 4,52 (s, 2, CH2), 6.6 (4,1, J=5 Hz, Hl), 8.38 =
(s, 1, CZH)'
An&lisis calculado para C33H27N309: ¢, 65,02; H 4.46; N 6.89;
Encontrado: C, 65.19; H 4.46; N 6.63.
Método E. Se mezcd el 5(4)-cianometilimidazol-4(5)-
carboxilato de metilo (Compuesto 3) (1.65 g, 10 mmol) con 1,
2,3,5=tetra-0-acetilribofuranosa (3.18 g, 10 mmol) y se calen
£6 a 170Q hasta la fusibn (aproximadamente 1 minuto). Se ag;é

gb el bis-(p-nitrofenil) fosfato (20 mg) y se calentd a 170~ -

1750 bajo vacio elevado y se continud por 25 minutos. El resi

©

duo se disolvid el cloroformo, se extrajo con NchO3 al 5%, s
secd sobre M.gso4 v se colocd en una columna de gel de silice
(120 g empacada en CHcl3). La elucidn con EtOAc proporciond -
los siguientes cuatro nuclebsidos puros:

4-cianometil~1-(2,3,5=-tri~0~acetil-beta~D-ribofuranosil) imi-—

dazol-5-carboxilato de metilo (Compuesto l2a) como agujas bla

PH 7 y 11
max,

242 mA; ron (DMSO-d): §2.13 (s,9, acetilo CH,), 3.87 (s, 3,

5]

cas (2.0 g, 47%);: punto de fusibn 92-930 (EtOH); X

éster CH3), 4.19 (S, 2, CHz)l 6-48 (d' JHl_H = 3HZ) Hll)' -
8.33 (s, 1, C,H). 2

Andlisis calculado para 018H21N309: ¢, 51.06; H 5.00; N 9.93

Encontrado: ¢,51.23; H 51.,23; N 9.90
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4-cianometil-1-(2,3,5~tri~0O-acetil-alfa~D-ribofuranosil) imi--

dazol-5-carboxilato de metilo (Compuesto 12¢) como un jarabe

oy . pH 1 . PH 7y 11 -
(0.5 g, 11,8%) ;A o~ 238 m A (£9,800);2 247

(11,550) ; rmn (DMSO-dg:§ 2.13 (s, 9, acetil cm,), 3.86 (s, 3,

éster CH3), 4.19 (s,2,CH2), 6.,48 (4, J , =5H=2, 1, H

8.18 (s,1, C2H)°

nE

Anf&lisis, Calculado para c18H21N309: C. 51.06; H 5.00; N 9.93

Encontrado: C, 51,32; H 4,98; N 9.84|

S5-cianometil-1-(2,3,5~tri-0-acetil-beta~-D—~ribofuranosil)-imi-

dazol~4-carboxilato de mefpilo (Compuesto 9a) como un jarabe -
(0.8 g. 19%); este material fué idéntico al isbmero simple pre
parado por el procedimiento del cloruro esténnico,

S-cianometil-1l-(2,3,5-#i-0-acetil-alfa-D-ribofuranosil) -inida

x0l~-d~carboxilato de metilo (Compuesto 9¢) como un jarabe -

op) .3 PH 1 .\ PH 7 Py 11
(0.2 g, 4.7 sp ..~ 226 (10,100),?xméx_ 236 (10'500)7’max.

238 (10,900); rmn (Dmso-ge);gl,gs, 2,04 y 2,13 (singletes, -
cada uno 3 protones, acetilo CH3), 3.84 (s, 3, éster CH3), -

4,35 (s, 2, cH,.) 6.49 (4, 1, J

2 H.,L6H,

=6HZ' 11 H), 8.03 -
11~ 1

(s, 1, C2H).

Andlisis calculado para 018H21N309: C, 51.06; H, 5.09; N, 9.93
Encontrado: C, 51.28; H, 4.78; N, 9.71
EJEMPLO VI

S5—-cianometil-l~beta~D-ribofuranosilimidazol-4-carboxamida

(Compuesto 10)

El compuesto 9a o 9b (0.046 mol) y amoniaco liquido
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(150 ml) se calientan en una bomba con un bafio de vapor du—-
rante 3 horas. El amoniaco se evapora a la temperatura am— -
biente y las fltimas trazas de NH3 se remueven al vacio. El
residuo se purifica sobre gel de silice (25 g) en columna -

con elucidn con cloroformo-metanol (4:1). Las fracciones con

teniendo el compuesto 10 se juntan y se evaporan hasta que -

comienza la cristalizacibén. El rendimiento fué de 10.5 g
25

(81%) del compuesto 10. Punto de fusibn 90-91Q, (alfa)D =

~46.92 (c 1.04, agua); espectro infrarrojo en cm.—l (KBx): =~

2250 (w) (C=N), 1666 (s) (C=0); AP * 217 nm (8.750) 231(sh)
pH 11

 ZPH 7 ;
(8,190); A°. ' 219 (sh) (8,190), 232 (8.760); Ao T 234

(8,750) ; rmn (DMSO—dG):54.52 (5,3, CH), 5.71 &,1,0=6 Hz,
H,), 7.33 y 7.52 (s,1, NH), 8.12 (s,1, CH).

An&lisis. Calculado para cllHl4N405= c, 46.81; H 5.00, N 19.8

Encontrado: C, 46.61; H 5.28; N 19.49%

EJEMPLO VII

6~amino-1- (beta-D-ribofuranosil) imidazo(4, 5-¢) piridina~4-ona

Compuesto 11) (3~desazoguanosina) y 6-amino-3-(beta-D-ribofu

ranosil) imidazo(4,5-c¢) piridin~4-ona (compuesto 14).

Método A. El compuesto l2a (846 mg. 2 mmoles) se =
disolvid en MeOH anhidro (200 ml) y la solucibn s saturd con
amoniaco a 49. ILa mezcla de reaccidn se agitd a la temperatu
ra ambiente en un frasco herméticamente cerrado, por 2 dias.
Luego se evapord cuidadosamente bajo vacic y se coevapord -
con EtOH/MeOH para remover las Gltimas trazas de amoniaco. =

El residuo se extrajo con CHCl3 (4 x 20 ml) y el sblido se -

]
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recristalizd de H20 para dar 310 mg (55%) del compuesto 14, -

Punto de fusibn: 247-2500, Affgxl 278 v 3zo,h§§x7 259 y 325

SpH 11
v hméx 322,

Analisis. Calculado para C11H14N4O5: C 46.81; H 5.00; N 19.85
Encontrados C 47.03; H 4,06; N 19.84,
Se obtuvo un producto idéntico, con un rendimiento
de 52%, cuando el compuesto 12b se sometid a condiciones de -
reaccidn similares. El compuesto 14 también fué obtenido por
calentar ya sea el compuesto 12a o 12b en amoniaco. liquido -
a 110-1200 durante 10-12-~ horas en una bomba de acero,
Similarmente, el compuesto 9a 0 9b se convierten en
el compuesto 11, con 45-50% de rendimiento, usando MeOH/amo--
niaco a la temperatura ambiente o bien amoniaco liguido a 110
1200, El producto se aisld por TLC (placas F de celulosa, de-

sarollo en CH3CN:H20 7/3 v/V), y tenia una absorcidn ultravip

H 1 H 7
leta \ 7 284 y 314 (sh), AR " y 305 (sh)y¥PE 11 968 ¢ -
- - méx

296 (sh). Punto de fusidn 2640C,

An&lisis, Cdlculado para CllH14N405: C 46.81; H 5.00; N 19,85
Encontrado: C 46.68; H 5.12; N 19,61,
Método B: ILa 6-aminoimidazo(4,5,c)piridina~4=-ona/3-

desazaguanina) (Compuesto 5)/ (150 mg, 1 mmol) se calentd ba-

jo reflujo en la presencia de hexametildisilazano (10 ml) y -

(NH4)ZSO4 (aprox. 10 mg) por 18 horas, Se removid el exceso -

de hexametildisilazano bajo vacio y el residuo se tomd en -~

CH3CN (50 ml.). E1 compuesto 8 (340 mg. 1 mmol) tanbién se di

[




10

15

20

25

30

solvid en CH3CN (10 ml) vy se agregd a la mezcla de reaccién v
se agitd por 3 dias bajo condiciones anhidras. Se agregd al -
complejo de MeOH (5 ml) vy luego se agitd la mezcla por lo mi-
nutos. Se evapord y se redisolvid en MeOH que fué saturado con
amoniaco y se dejd a ala temperatura ambiente durante la no——
che. El an@lisis (Tlc) reveld un ntmerc de productos que en -
la absorcidn ultravioleta dos de ellos correspondian al compues -
to 1l y compuesto 14.

Método C. Una mezcla del compuesto 10 (4.64 g, 20 -
mmol) , una solucidn de carborto de sodio al 5% (50 ml) y eta-
nol (25 ml) se reflujd con agitacidn por 0.5 horas. La solu--
cidn se filtrd, se enfrid y se dejd cristalizar. Los crista——
les se filtraron, se lavaron y se secaron para proporcionar -
4,.@ de agujas. El licar madre proporciond una cantidad adicig
nal de 0.8 g para rendir en total 4.8 g (85%); punto de fu—- -
sibn: 255-257Q, descomposicidn; AZ/iS -59.3 (¢ 0.97) 1N NaOH) ;

absorcidn ultravioleta: Aigx 284 nm (£13,650), 309 (sh) -

pH 7 pH 11
mas. méax.

295 (sh) (8,140); rmn (DMSO-d.): 5.51 (4, 1, J=6 Hz, H,),

(6,5700) ;: A 270 (10,120), 298 (8,140); A 272 (10,120)

5.52 (s, 1, c7H), 5.68 (s, 2, NHZ)' 7.95 (s,1, C2H), 10.5 (s,

1l, NH).

EJEMPLO VIII

4-cianometil-1l- (tetrahidropiran—-2-il) imidazol-5~carboxilato -

de metilo (Compuesto 18) y 5~cianometil-1-(tetrahidropiron=2-

il)~imidazol-4~carboxilato de metilo (Compuesto 15)
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Una mezcla de 4(5)-cianometilimidazol—s(4)carboxilg
to de metilo (12.4 g, 75.2 mmol), dihidopirano recizn destila
do (15 ml), bis-(p-nitrofenil) fosfato (75 mg) y acetato de -
etilo seco (250 ml) se refluja por 10 horas, Se agrega dihi--
dropirano (10 ml) y bis(p-nitrofenil) fosfato (25 mg adicional
y el reflujo continfia por 5 horas. La solucibn se evapora al
vacio hasta un jarabe el cual se purifica por cromatografia -
sobre una columna de gel de silice (500 g) y se eluye con clo
roformo-acetato de etilo (1:1) para dar 11.1 g (59%) de 4~-cia
nometil-~1- (tetrahidropiran-2-il) -imidazol-5-carboxilato de me
tilo. La recristalizacidtn de ligroina~éter, 30-60Q proporcio-
na rosetas blancas, punto de fusidn 82-830C; IR en cm.-l (KBx) :
1720 (s) (c=0), 2260 (m) (c=m); vv)PH 222 nm €11,020), -

APH 5 +PH 11 . ~
max, 242 nm (¢12,100), )’max. 242 nm (£12,100); rmn (DMSO d.)

: d3.88 (s, 3, cm), 4.14 (s, 2 CH,), 5.90 (m 1, H), 8.22 =

(s, 1, C2H).
Anflisis. Calculado para C12H15N3O3: C-57.82; H 6.07; N 16.86
Encontrado: C-57.98; H 6.21; N 17.07.

S5-cianometil-l-tetrahidropiran—2-il) imidazol-4~carboxamida -

Compuesto 16)

El 5-cianometil-1l-(tetrahidropiran—-2-il) imidazol-4~
carboxil;to de metilo (0.60 g, 2.41 mmol) y amoniaco ligquido
(10 ml) se colocan en una bomba de acero (40 ml), la bomba se
sumerge en tres cuartas partes en un bafio de vapor y se calien
ta por 3 horas. En este momento, el anilisis, tlc, (clorofor-

mormetanol, 9:1 gel de silice) indicd la conversidn completa
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del material de partida a la carboxamida y trazas de 3-desaza
-9~ (tetrahidropiran~2~1il) guanina.

El amoniaco se dejd evaporar a la temperatura am- -
biente y el residuo se sometid al vacio durante la noche pa-=
ra remover las Qltimas trazas de amoniaco., El residuo cgfé—-
verdoso se recristalizd de metanol (carbdn) para proporcionar
0.4 g (71%) del compuesto titular como agujas amarillo pali==
das, punto de fusidn: 198-1990, después de secar a 1009 por -
3 horas; IR, cm-l (KBxr): 1685 (s) (e=0), 2250 (w) (C=N), 3140
(s) y 3300 (s) (NH,); RMN (DMSO-d/): 34.50 (s,1, CH,), 5.45 -
(ml,Hz), 7.35 (s,1l, NH), 7.53 (s,1, NH). 8.03 (s,1, CzH).
An&lisis. Calculado para C11H14N402: C 56.39; H 6.02; N 23.91

Encontrado: C 56.59; H 6.28; N,23.91

6-amino—l-(tetrahdiropiran—Z-il)imidazo(4,5~c)piridin—4-(SH)—

ona (Compuesto 17)

Una mezcla de 50cianometil-l~(tetrahidrepiran-2-il)
imidazol-4-carboxamida (702 mg, 3 mmol), una solucidn acuosa
de carbonato de sodio (5%, 6 ml) y etanol (10 ml) se refluja
por 20 minutos. La disolucidn completa se obtiene cuando co-
mienza el reflujo. El producto precipita al continuar el re-
flujo. La suspensidn se enfria, se filtra y el residuo se la-
va muy bien con agua y eanol (690 mg, 97%). La recristaliza——
cibn de un gran volumen de etanol-agua (l:1l) proporciona agu~
jas blancas con punto de fusidn de 268-2692C, con descomposi~

cidn, después de secar a 1002 por 5 horas; UVZﬁﬁgsl 285 nm
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PH 7
max.

300 nm (£ 9.350) ; 7 P2 M 272 nm ( £12,400), 295 mm (€ 9,130) ;

(£ 13,450), 313 nm (sh) ( 6,950); A 270 nm (£12,600), -

RMN (DMSO-d_-Naod): J 5.22 (m,1,H,), 5.58 (s, 1, C/H), 7.68 =

_6

(s,l,czH).
Analisis., Calculado para C11H14N402: C 56.39; H 6.02; N 23.91
Encontrado: C 56.,51; H 6.15; N 23,93

6=~amino-3- (tetrahidrporan-2~il) imidazo (4, 5-¢) piridin-4- (5H) —ond

(Ccompuesto 20)

Una mezcla de 4-cianometil-l-tetrahidropiran--2-il)-
imidazol-5-carboxilato de metilo (2.49 g., 10 mmol) y amoniacd
liguido (20 ml) se coloca en una bomba de acero (40 ml) y se
calienta a 1002 (bafio de aceite) por 5 horas. El amoniaco se
deja evaporar a la temperatura ambiente y el residuo se someté
al vacio durante la noche. La recristalizacitn de metanol (cap
bdn) proporciona el compuesto titular (1.1 g, 47%) como peque-
fias agujas de color blanco, punto de fusibn: 2080, descomposi=
cibn después de secar a 1000 por 2 horas; UV/%iH . 275 nm -

ax.

PH 7 957 nm (£ 6,800), 315 nm

méx,
pH 11 )
3 7.680); J o 257 nm (£6,580), 315 nm (€ 7,450); RMN -

(£12.300), 317 nm (€ 6.140) ; 9

(cMS0-dy) :§ 5.38 (s,2,NH)), 5.58 (s,1, CH), 6.05 (m,1,H,), -

8.22 (s,l,CzH), 10.62 (s,1, NH).

An&lisis. Calculado para C11H14N402: C 56.39; H 6.,02: N 23,91
Encontrado: C 56.21; H 5.96; N 23.77.
EJEMPLO IX

S5-cianometil-1- (5-desoxi-2,3-di-O-acetil-beta-D-ribofuranosil
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imidazol-4-carboxilato de metilo {Compuesto 21)

El 5(4) cianometilimidazol-4~carboxilato de metilo -
(2.22 g, 13.4 mmol) se refluja bajo condiciones anhidras por
12 horas, con hexametildisilazano (25 ml) y sulfato de amonio
(50 mg). Se remueve el exceso de hexametildisilazano por des-
tilacidn bajo presibn reducida, proporcionando el derivado de
trimetilsililo como un aceite café amarillento. Este se di-~ -
suelve en 1,2~dicloroetanc (35 ml). Se agrega a la solucidén el
5—desoxi—l,2,3—tri—O—acetil~beta—2—ribofuranosa (3.4 g, 13.4
mmol) seguido por la adicidn de cloruro esténnico (2.25 ml, -
19.3 mmol). La solucibn se agita por 9 horas. Se agrega Ana -
solucidn de bicarbonato de sodio (7%, 100 ml) y se extrae dos
veces en c¢loroformo. La capa orgénica seca se evapora al va—-—
cio y el residuo se disuelve en cloroformo y se coloca sobre
una columna de gel de silice {200 g, empacado en cloroformo; .

La elucibn con acetato de etilo proporciona el nuclebsido -

PH 1
max

PH 7 pH 11 .
/5néx. 235 nm (10,750),}5méx. 238 nm (§ 10,250); RMN (DMSO-

(2.2 g, 45%) como un jarabe incoloro; UVA 225 nm (£ 10,250Q)

dg) i 1.45 (d,3,CHy), 2.08, 2.13 (s,3, COCH,), 3.85 (s,3, -

COZCH3), 4.45 (s,2, CH2), 6.05 (d,l,Hl.); J = 5 Hz, 8.25 (s,

l,CzH).
Analisis, Calculado para c16H19N3Q7: C 52.60; H 5.24; N 11.50
Encontrado: C 52.40; H 5.31; N 1l1l.26,

S=cianometil=l={5-desoxi~beta~D-ribofuranosil) imidazol—~4~car-

boxamida (Compuesto 22)
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Una mezcla de 5-cianometil-l(5-desoxi-2,3-di~0-ace~
til—beta~2—ribofuranosil)imidazol—4~carboxila£o de metilo -~
(2.20 g, 6.03 mmol) y amoniaco liquido (30 ml) se coloca en -
una bomba de acero (40 ml) y se caliente a 1000 por 7 horas,
El amoniaco se deja evaporar y el residuo se somete al vacio
durante la noche para remover las Gltimas trazas. EL residuo
se absorbe en gel de silice (5 g) y se coloca en una columna
de gel de silice (60 g, empacada en clorofamo). TLa elucitn -
con cloroformo~metanol (4:1) proporciona el producto puro, lLa
recristalizacibn de mentaol proporciona cubos incoloros (1.42
g, 88%); punto de fusitn de 173-1749 después de secar a 1000
por 3 horas; (X)25 = -47,80(C=1, H,0); UV APHE I 218 m- -

D max.,
PH 7 pH 11 .
(€ 10,000), >‘max. 233 nm (£10.200), Améx 234 nm (€9.730;

RMN (DMSO-d,) : § 1.35 (4,3,c8,), 5.66 (4,1,H,,), = 5mHz, -~

7.45 (d,2,NH2), 8.02 (s,l,czH)°

Analisis. Calculado para cllHl4O4N4: C 49.62; H 5,30; N 21.04
Encontrado: C 49.44; H 5,20; N 20.92.

6—amino—l—(S-desoxi-beta—D-ribofuranosil)imidazol(4,5—c)piri—

din-4- (5H)-ona (Compuesto 23) .,

Una mezcla de 5-cianometil-l~-(5-desoxi-beta~D~ribo—
furanosil) imidazol-4~carboxamida (1.1 g, 4.13 mmol), carbona-
to de sodio acuoso (al 5%, 7 ml) y etanol (6 ml) se agita ba-
jo reflujo por 0.75 horas, se trata con carbdn y se filtra a
través de celite. Los cristales amarillo palidos se filtran y

se lavan con agua y luego con etanol. Se secan a 1000 por 5 ho
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ras para proporcionar 0.9 g (82%) del producto; punto de fu-=

PH 1

si6n mayor de 3100; ()('.');5 -65.6 (c=1, 0.1 NaOH N) UV)’max

284 nm (€ 13.000), 308 nm (sh) (£ 6.920); arﬁg; 272 nm -
(€ 12,200) 299 nm (£ 9,150);%512}{11 272 nm (& 12,200), 295 nm

(sh) (E 9.150); RMN (DMSO-d,) :d 1.36 (a,3,CH.), J= 6 Hz, -5.52

3
(s,l,C7H), 5.55 (d,l,Hl,), J=5 Hz, 5.75 (ancho, 2, NHZ)' 7.90
(s,l,CZH).

Andlisis, Calculado para C11H14N4O4: C 49.62; H 5.30; N-21,04,
Encontrado: C 49.66; H 5,37; N 21,20,

4-cianometil—l—(2,3—di—0—acetil—S—desoxi—beta—D—ribofuranosi;L

imidazol-5-carboxilato de metilo (Compuesto 24) v 5-cianometil

l—(2,3-di—0—acetil—5—desoxi—beta—D—ribofuranosil)imidazol—4-_i

carboxilato de metilo (Compuesto 21)

El 5(4)-cianometilimidawl-4 (5)-carboxilato de metilo

(3.0 g, 18.2 mmol) se refluja bajo condiciones anhidras por 12
horas, con hexametildisilazano (50 ml) y sulfato de amonio =
(25 mg) . Se remueve el exceso de hexametildisilazano poxr desti
presibn

lacidn bajo/reducida para proporcionar el derivado de trimetil
sililo como un aceite café amarillento. El aceite se disuelve
en 1,2-dicloroetano seco (100 ml). Se agrega a la solucidn el
S—desoxi-l,2,3~tri—O-acetil—g-ribofuranosa (4.73 g, 18.2 mmol)
y en seguida se agrega el cloruro dsténnico (1.06 ml, 9.1 mmo 1\
en una sola porcidn. La solucidn de reaccidn se agita por 48 -
horas y luego se vacia en una solucidn de bicarbonato de sodio

al 7% (200 ml), La mezcla se filtra a través de celite, se ex0

trae con cloroformo (3 x 50 ml) y se combinan los extractos, s¢q
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secan sobre M.gSO4 Y se evaporan bajo presibn reducida (500) -
hasta dar un aceite inadoro (6.6 g). La cromatografia en co--
lumna (250 g de gel de silice empacad en cloroformo, eluido -
con acetato de etilo) proporciona como el primer isdmero en -
la columna el 4—cianometil—l—(2,3—di—gracetil—5—desoxi—beta—g
ribofuranosil) imidazél-5-carboxilato de metilo (3.2 9. 48%) .
La recristalizacitn de etanol proporciona agujas incoloras; -~
punto de fusidn de 123-1240 después de secar a 652 por 5 ho--
ras; UV/\rPn;Ix% 234 nm (€ s.430),2§§x? Y1 942 nm (& 11,000)
RMN (Dmso-g6)=J1.45 (4,3,C..CH) 7 = 6 Hz, 2.12, 2.15 (s,3,
COCH3), 3.85 (s,3,C02CH3), 4,2 (s,2,CH2), 6.39 (d,l,Hl,) J=3
Hz, 8.34 (s,l,czﬂ).
An&lisis. Calculado para C16H19N307: C 52.60; H 5.24; N 11,50
Encontrado: C 52.32; H 5.37; N 11.29
La elucibn adicional de la columna con acetato de -
etilo proporciona el 5-cianometil-1-(2,3-di-O-acetil~5-desoxi
beta—g—ribofuranosil)imidazol—4—carboxilato de metilo (1.7 g,

26%. Este material fué idéntico al preparado anteriormente -

(Ejemplo IIT).

6—amino~3- (5~desai~-beta-D-ribofuranosil) imidazo(4.5-¢) piridin

4 (5H) ~ona (Compuesto 26)

Una mezcla de 4-cianometil-1-(2,3-~di-0O-acetil-5-de~
soxi—beta-g—ribofuranosil)imidazol-s-carboxilato de metilo =~
(2.6 g, 7.13 mmol) y amoniaco liquido (25 ml) se calienta en
una bonba de acero (40 ml) por 2.5 horas a 1002, El amoniaco

se deja evaporar a la temperatura ambiente y las Gltimas tra-

2>

~e
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zZas se remueven por aplicacibn de vacio durante la noche. El
residuo café verdoso se recristaliza de agua (carbbdn) para prg
pacionar 1.3 g (68%) del nuclebsido como microcristales amari

llo clarecs; punto de fusibn mayor de 200Q; @{)35 + 29.3 (c= -

1.06, agua); W)fi:xl 277 om (€ 11,700), 3.17 nm (£ 5,980);

PH 7 . )\ pH
Am‘é.xo 258 nm (€ 6,500), 317 nm (& 7,530); Amé.x. 258 nm

(€ 6,500), 317 nm (£ 7.280); RMN (DMSO-d):d 1.35 (d,3,Cq,

CH3) J= 6Hz), 5.38 (s,2,NH2), 5,5 (s,1, C7H); 6.24 (d,l;Hl)

J=4Hz, 10.62 {ancho, 1, NH).

Anélisis., Calculado para CllHl4N4o4: C 49.62; H 5.30; N 21.04
Encontrado: C 49.42; H 5,28, N 20.86|

EJEMPIO X

S=cianometil-l-beta~D-ribofuranosilimidazol—-4~carboxamida-5"*-

FOSFATO (Compuesto 27)

A una solucidn de cloruro de fosforilo (4.9 g, 32 -
mmol) y trimetilfosfato (40 ml) (enfriada a 02 con un bafio de
hielo) se agrega, con agitacibn, el compuesto 22 en polvo -
(2.26 g, 8 mmol) . La suspensibn se agita a 02 (protegiendo de
la humedad) por 4 horas. La completa disolucibn se obtiene den
tro de 0.5 horas. El anflisis Tle (alicuota hidrolizada con -
agua, gel de silice, acetonitrilo-cloruro de amonio 0.2M; 3:1
indica una conversidn completa y limpia del nuclebsido en el
nucledtido. La solucidn beige clara se agrega en gotas anun -
frasco de agitacidn vigorosa de éter anhidro (400 ml). E1 =~
éter se decanta y se agrega &ter adicional (250 ml) al jarabe

residual. Después de agitar por 10 minutos, el &ter se decan-
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ta. BEste procedimiento se repite una vez mds con &ter adicio-
nal (250 ml). El jarabe resdual se disuelve en hielo picado -
(aprox. 50 g) y la slucibn luego se extrae con cloroformo -
(2 x 50 ml)., La solucidn acuosa se deja reposar durante la no
che a la temperatura ambiente, y luego me ajusta el pH en 8 -
con una solucidn de hidrbdxido de sodio 1IN y se coloca en una

columna de Bio~Rad AG-1x8 (forma de formato, malla 50-100, -
50 ml). Ia columna se lava primero con agua (250 ml) y luego g
un gradiente de &dcido formico 02M a 0,5M (1 litro cada vez).

El producto aparece después de que 1 litro del gradiente ha -~
pasado la columna, El producto contiene fracciones que se re-
cogen y evaporan bajo presidn reducida hasta un pequefio volu-
men. La adicidtn de etanol (100 ml) proporciona el fosfato de!
seddo como un polvo blanco (1.61 g, 53%) despuds de lavar su~
cesivamente con etanol y éter y secar a 100Q por 5 horas; pur
to de fusidn mayor de 160Q; @{)25 -27.5 (¢ = 1.06, 0.1 NaOH N)
APEL 913 nm (€ 10,1000 ; XPE 7 235 (g, 750); AP 12

max. max. max,

RMN (DMSO-d,) :J 5.72 (d,1,0=4 Hz, H) 8.8 (s,1,C,H).

Andlisis. Calculado para C11H15N408P.H20:

C 34.74; H 4.50; N 14,73,

238 (7,414

2

Encontrado: C 35.21; H 4.39; N 14.98,

6~amino-l-beta~D-ribofuranosilimidazol (4, 5~c) piridin-4- (5H) -

ona-5'-fosfato (3-desaza-5'-8cido guasilico, Compuesto 29)

Una solucibn del compuesto 27 (1.09 g, 3 mmol) y -
agua (50 ml) se ajusta a un pH de 10.0 con carbonato de sodio

al 10% y se refluja por 40 minutos. ILa solucidn amarillo cla-

ey

on

—
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ra se ajusta a un pH de 6.5 con Dowex 50 (H}) y se coloc; en
una columna de Bio-Rad-AG-1x8 (forma de forméto, malla de 50~
100, 40 ml). La columna se lava primero con aguia (250 ml) y -
luego con un gradiente de &cido fbrmico 0,2M a 0.5M (1 litro
cada uno). Este producto aparece despuéds due ha pasado 1 li~--
tro de gradiente por la columna. Se combinan las fracciones -
que contienen al producto y se evaporan a un pequefio volumgn.
La adicibn de etanol (150 ml) precipita un polvo café ciarql-
el cual se filtra y se lava sucesivamente con etanol y éter -
para proporcionar 0,49 g (45%) del compuesto 29. Punto de fu-
sibn mayor de 1800 con descomposicidn, después de secar a 1009
por 12 horas; (X)gs ~-11.4 (¢c=1.06, agua);ﬂigxf 287 nm €8,400)
306 (sh) (4,9030) ;h}:gx? 272 (8,400), 303 (6,380) ;)ﬁgxll 272 -

(8,130), 303 (6,090); RMN (D20): 5.89 (d,1,0=4 Hz Hl’)' 9.00

(l,s,czH).
An&lisis Calculado para CllH15N408P: C 36.47; H 4.17; N 15.47.
Encontrado: : C 36.22; H 4,29; N 15.21
EJEMPLO XT

6-amino—l—beta—D-ribofuranosilimidazo(4,5-c)piridin—4—(SH)—ona

S!-fosfato (3~desaza~5'-acido guanilico, (Compuesto 29)

A una solucidn de cloruro de fosforilo (2.82 g, -
18.44 mol) y trimetilfosfato (11.5 ml) (enfriado a 0Q en un -
bafio de hielo) se agrega el compuwesto 11 en polvo (1.3 g, 4.61
mmol) . La suspensibn se agita por 10 horas a 0Q (protegi&ndo- -
la de la humedad). La solucidn ambar se agrega en gotas a un

frasco para agitacibn vigorosa de é&ter anhidro (250 ml). El1 -
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éter se decanta y se agrega &ter adicional (150 ml) al preci-
pitado de color beige. Después de agitar por 0.5 horas, el =
&ter se deanta y ge repite el procedimiento una vez m&s con -
éter adicional (150 ml) ., El precipitado se filtra, se lava -
con éter y luego se disuelve en agua de hielo (aprox. 30 g).

La solucidn acuosa se deja reposar a la temperatura ambiente

durante la noche, se ajusta el pH en 8 con NaOH 1IN, y se colo
ca sobre una columna de Bio-~-Rad AG 1x8 (forma de formato, ma-
lla de 50-100, 15 ml). Después de lavar con agua (150 ml), la
columna se eluye con un gradiente de &cido f6rmico @.2M a =
0.5M (500 ml cada uno, 15 ml de fracciones son recogidas(. -
ias fracciones 20-75 se éombinan y se reducen a un peguefio vo
lumen al vacio. La adicidn de etanol (150 ml) precipita el ~=-

compuesto 29 el cual se filtra, se lava con etanol y &éter y s

1

seca bajo alto vacio, a 1009, por 12 horas (0.5 g, 30%), &1 -
material fué idéntico al compuesto 29 preparado en el Ejemplo
X.

6-amino-3-beta-D-ribofuranosilimidazo(4,5-c) piridin-4 (3H) —ona

5'=fosfato Compuesto 30)

Una mezcla de 6-amino-3-beta-D-ribofuranosilimidazo
{4,5~c)~piridin-4-(8H)-ona en polvo (564 mg, 2 mmol), cloruro
de fosforilo (612 g, 4 mmol) y trimetilfosfato (10 ml) se agi
ta a 00 por 3 horas, El anilisis (alicuota hidrolizada con -
agua, gel de silice, isopropanol/hidrbxido de amonio al 28%/
agua, 7:1:2) indica una conversidn completa y limpia del nfi—-

cleosido el nuclebdtido. La solucidn de color beige claro, £ria,
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Améx.

se agrega en gotas a un frasco de agitacidn vigorosa con &ter
anhidro frio (250 ml). Después de agitar por 10 hinutos, el -
dter se decanta. Este procedimiento se repitid una vez més -
con éter adicional (125 ml). El precipitado blanco se f£iltrd,
se lavd con éter y luego se disolvib en agua de hielo /50 g). Ia
solucibn acuosa se ajusta a un pH de aprox. 8.5 con hidrbdxido
de sodio 1N y se colocd en una columna de Rio-Rad AG 1x8 (for
ma de formato, malla de 50-100, 20 ml). Después de lavay con

agua (500 ml). La columna se eluye con un gradiente de agua =
(300 ml) a &cido forfaico 1.0M (300 ml). Se combinan las frac=
ciones conteniendo el producto y se evaporan al vacio., La crig
talizacidn de etanol-agua porporciona el fosfato como crista-
les blancos (400 mg de dos cosechas, 55%); punto de fusidn ma
> +

2
yor de>200Q después de secar a 10002 por 5 horas; @f)D 92,2

(=1, B,0): wv:A P41 277 nm (€ 10,720), 316 mm (€5,370)7
11l

258 nm (£5,722), 316 nm (86'700)7)‘§§; J

PH 7 258 nm (& 5,722 (
316 nm (& 6.700) Rf (gel de silice, isopropanol/hidrbdxido de
amonio/agua, 7:1:2) = Q.20; Rf (gel de silice, acetonitrilo/-

cloruro de amonio 0.2M, 3:1) = 0.24.

EJEMPLO= XTI

5—cianometil—1—beta—g-ribofuranosilimidazol—4—carboxamida—fos

fato 3",5'-eiclico (Compuesto 28)

A una mezcla de 5~cianometil-l-beta~D-ribofuranosil
imidazol-4-carboxamida-5'~fosfato (1.5 g, 4.15 mmol), 4-morfo
1in~-N,§'-diciclohexilcarboxamidina (1.22 g, 4.15 mmol) y piri

dina seca (100 ml) se evapora alvacio. El jarabe residual se




10

15

20

25

30

- 33 -

coevapora varias veces con piridina seca adicional (75 ml ca-
da vez). El jarabe se disuelve en piridina seca (150 ml) y se
agrega en gotas (por un periodo de 1 hora) a través de un con
densador de reflujo, dentro de una solucidn anhidra de diciclg
hexilcarbodiimida (4.28 g, 20,75 mmol) en piridina seca .(300

ml) . La solucibn se refluja 2 horas mas y se agrega agua -

(50 ml) . Después de 8 horas, la solucibn se evapora al vacio

Y se agrega agua (50 ml) y éter (50 ml) al residuo. La capa -
acuosa se separa, se extrae con 2x100 ml de éter, se ajuséa -
2 un pH de aprox. 8 con hidrdxido de amonio concentrado v se

coloca sobre Bio-Rad AG 1x8 (malla de 50-100) en columna de -
formato (40 ml). La columna se lava primero con agua (500 ml),
luego con un gradiente de &cido formico 0.75M a 1.50M (1 li--
tro cada uno). El producto aparece después de que 1 litic de

gradiente ha pasado por la columna. Las fracciones contenien-
do el producto se combinan y se evaporan al vacio hasta un re
queflo volumen, La adicibn de etanol proporciona el fosfato ci
clico deseado como un polvo de color beige (500 mg)35%) des--
pués de lavar sucesivamerie con etano y éter y secar a 1000 &

por 5 horas; punto de fusidn mayor de 180Q; UV:,AﬁH 1 215 nm

éx.
'hfg; 234 nm}‘ﬁgxll 237 nm; Rf (gel de silice, isopropanol/

hidrtéxido de amonio/agua, 7:1:2) = 0.57, REf (gel de silice, -

acetonitrilo/cloruro de amnio 0.2M, 3:1) = 0.56.

6—amino—l—beta-D-ribofuranosilimidazo(4,5—C)piridin—4-(SH)—ona

fosfato 3',5'-ciclico (Compuesto 31)

£
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Método A. Una solucidn de 5-cianometil-l-beta-D-ri-
bofuranosilimidazol-4~carboxamida~fosfato 3',5'-ciclico (Com-
puesto 28) (344 mg, 1 mmol) y agua (25 ml) se ajusta a un pH
de 10.0 con carbomto de sodio al 10% vy se refluja por 40 mi-
nutos. La solucidn amarilla se ajusta a un pH de 6.5 con Do—-
wex 50 (H%) y se coloca sobre una columna de Bio-Rad AG 1lx8 -
(forma de formato, malla de 50-100, 25 ml). La columna se la~-
va primero con agua (250 ml) y luego con un gradiente de-dci-
do fbrmico 0.75M (1 litro) a 1.5M (1 litro). Las fracciones =
conteniendo el producto se combinan y se evaporan al vacio -
hasta un pequefio volumen. La adicidn de etanol precipita el =
fosfato ciclico &l cual se filtra, se lava con etanol y &ter
y se seca al vacio a 1009 por 12 horas (150 mg, 44%); punto -

de fusidbn mayor de 2002 con descomposicibn; vaﬁigxl 285 nm,

306 nm; /\P PH 11
max. max,

(gel de silice, isopropanol/hidrbxido de amonio/agua, 7:1:2)

H 7 271 nm, 303 nm; Rf -

271 nm, 302 nm; A
= 0.44; Rf (gel de silice, acetonitrilo/cloruro de amonio =
02.M 3:1) = 0.41.

Método B. Una mezcla de 6-amino-l-beta-D-ribofurano
silimidazo (4, 5-c)-piridin~4- (5H)-ona~£fosfato (Compuesto 29) ~
(1.04 mg, 3,0 mmol), 4-morfolino-N,N'-diciclohexilcarboxamidi
na (8.79 g, 3 mmol) y dmetilformamida seca (150 ml) se evapo-
ra al vacio. El jarabe residual se eoevapora varias veces con
dimetilformamida adicional (50 ml cada vez). El jarabe se di-

suelve en dimetilformamida seca (150 ml) y se agrega en gotas
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(por un periodo de 1 hora), a través de un condensador de re-
flujo, dentro de una solucibn ahidra reflujante de dicicloher
xilcarbodiimida (3.09 g, 15 mmol) y piridina seca (250 ml), La
slucidn se refluja 2 horas mis y se agrega agua. Después de -
8 horas, la solucidn se evapora al vacio y se agrega agua -
(50 ml) v &ter (50 ml) al residuo. La capa acuosa sSe separa,
se extrae con &ter, se ajusta a un pH de 8 con hidrdxido de -
amonio concentrado y se coloca sobre una columna de fermato -
(35 ml) de Bio-Rad AG 1x8 (malla de 50-100). La columnaz se la
va primero con agua (500 ml) y luego con un gradiente de &ci-
do £brmico 0.75M (1 litro) a 1.5M (1 litro). Las fracciones -
conteniendo el producto se combinan y evaporan al vacio hasta
una pequefio vlumen, La adicidn de etanol precipita el fosfato
ciclico (412 mg, 40%). Este material fué& idéntico al del fos*
fato ciclico prepamlo en el Método A,

EJEMPLIO XTTT

5—cianometil-1-(2,3-0-isopropiliden-beta~D~ribofuranosil) imi~

dazol-4-carboxamida (Compuesto 32)

Una solucidn de 5-cianometil-l-beta-D-ribofuranosil
imideol-4-carboxamida (Compuesto 10} (1.4l g, 5 mmol), aceto—
na seca (20 ml) vy 2,2~dimetoxipropano (10 ml) se enfria en un
bafio de hielo y se ayita conforme se agrega acido perclbdrico -
_70%, 200 mg). El bafio de hielo se remueve y se agita la reac
cidn a la temperatura ambiente por 3 horas. Ia solucibn naran

ja rojiza se ajusta a un pH de aprox. 7 con hidrdxido de pota




10

15

20

25

30

- 36 -

sio acuoso al 10% y se evapora al vacio hasta dar un jarabe
que se disuelve en cloroformo, se filtra y se coloca sobre -
una columna de gel de silice (45 g). La elucidn con clorofor
mo-metanol (20:1) proporciona el derivado de isopropilideno
(1.35 g, 84%) como una espuma blanca; RMN (DMSQ—§6): 1.39, -
1.58 (s,3,CH;), 4.48 (s,2, CH)), 6.00 (d,1,H,,), J=2Hz, 7.35,
9.53 (s,1, NH), 8.14 (s,l,CzH).

An&lisis. Calculado para C14H16N405: c 57.17; H 5.63; N 17.38

Encontrado: ¢ 57.31; H 5.78; N 17.49

S—-cianometil~1~(2,3-5-tri~0O-acetil-beta-D-ribofuranosil) imida

zol~4-carboxamida (Compuesto 33)

Uns suspensidn de 5-cianometil—l—beta—g—ribofurano—
sil-imidazol-4-carboxamida (l.41 g, 5 mmol), anhidrido acetli-
co (15 ml) y p-dimetilaminopridina (20 mg) se agita a lz tem-
peratura ambiente por 8 horas. El an&lisis Tlc (gel de sSlice

CHC1.~MeOH, 4:1( indicb tres productos. Se agregd p-dimetila-

3
minopiridina (20 mg) y anhidrido acgtico (5 ml) y se continud
agitando a la temperatura ambiente por 36 horas. La solucibn

se evapord al vacio hasta una jarabe el cual se disolvid en -
cloroformo y se colocd sobre una columna de gel de silice (60
g) . La elucibn eon cloroformo-metanol (20:1) proporciond el -
triacetato (2,0 g, 95%) com® una espuma blanca; RMN (DMSO—Qﬁ)
208, 2.10, 2.16 (s,3,COCH3), 4,40 (S,2,CH2), 6.13: (d,l,Hll),

J=5Hz, 7.39. 7.58 (s,2,NH), 8.19 (s,l,CZH).

An&lisis. Calculado para C. H N, O : C 50,00; H 4,94; N 13,72

177207478
Encontrado: C 49.,91; H 5.,22; N 13,36
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6~ (N, N~dimetilaminometilenamino) -=1-beta-D-ribofuranosilimida—~

20(4,5~c) piridin-4~(gH) ona (Compuesto 34)

Una suspensidn de 3-desazaguanomina (Compuesto 1l1) (564 mg, 2
dimetilformamida dimetilacetal (1.19 g, 10 mmol), y dimetil—-
formamida (10 ml) se calentd con agitacidn a 802 por 6 horas.
La solucibn roja profunda se evapord al vacio hasta un ﬂarabe
delgado y se agregd etanol, en seguida &ter hasta que se obtu
vo el punto de enturbiamiento., El enfriamiento durante.la no-
che a 02 proporciond 450 mg de microcristales‘cafés (lavedos
con etanol). Una segunda cosecha produjo 200 mg de microcris-
tales con la misma pureza. El rendimiento total del derivado
de dimetilformamida de 3-desazaguanosina fué de 650 mg (96%).
Una muestra analitica se ckuvo al disolver una por-
cidn en dimetilformamida cliente y se agregd éter a la solu--
cibn enfriada hasta obtenerse el punto de enturbiamientQL R1
enfriamiento a 00 durante la noche proporciond el compuesto -

titular como microcristales amarillos; punto de fusidbn: 243-

2450 con descomposicidn (después de secar a 1002 por 5 horas)

pH 1

({)25 ~78,9¢ (c,1,DMF) ; UVAmélx 275 nm (sh) (&13,100), 290

D 7 pH 1!
nm (£14.100) ’)’iax 230 nm (€ 14,100), 312 nm (& 18,650) mas.
233 nm (¢ 13,450), 312 nm (18,650); RMN (DMSO—Q_G):S 2.98 (s,
3,CH,), 3.08 (s,3,CH,), 5.70 (d,1,H;,), J=6hz, 6.15 (s,1,cH)
8.05 (s,1), 8.11 (s,1), 10.7 (ancho,l,NH).
An&lisis.Calculado para C14H19N505: C 49.84; H 5.68; N 20,76

Encontrado: C 49.74; H 5,72; N 20.73.

=

mmol)
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6—~acetamido—-1~ (2,3, 5~tri~0-acetil-beta-D-~ribofuranosil) imidazo

(4,5~-C(piridin-4~(5H)-ona (Compuesto 35)

Una mezcla de 3~desazoguanosina (Compuesto 11} (l.4g

(4]

4,97 mmol), anhidrido acdtico (13 ml) y piridina seca (20 ml)
agitd a la temperatura ambiente por 3.5 horas. La solucibn se
evapord al vacio y el residuo se coevarpoxrd con 3 porciones de
agua. La recristalizacibdn del residuo de etanol proporciond agh

jas color geige (1,5 g, 67%); punto de fusibn: 241-242cC Jdes——

pués de secar a 1l00C por 5 horas; UV,Higxl 277 nm (€ 12,700),
297 nm (€ 13,400) APH 7 268 nm (€ 13.200), 299 nm (& 12,300),

méx.

PH 11 . -
Anﬁx. 223 nm (&13, 700), 285 nm ( 10,800); RMN (DMSO-QG).
§1.15 (s,9,COCH3), 6.19 (d,l,Hl,), J=5Hz, 6.58 (s,l,C7H), 8.25
(s,l,CzH), 10.70 (ancho,l1,NH) 11.5 (ancho,l,NH).

Andlisis, Calculado para ClgH22N409: C 50.66; H 4.92; N 12.44,
Encontrado: C 50,62; H 5.07; N 12,34

EJEMPLO XIV

Preparacibn encimética de 3-desazoguanosina (Compuesto 11)

La muestra de incubacidn conteniendo, dentro de un -
volumen final de 1.0 ml, un tapbn 1M tris HC1 (pH de 7.5), 0.5
ml, sal de ribosa-l-fosfato—diciclohexilamonio, una solucibn -
acuosa 10 nM de 3-desazaguanina (125 ml), una solucidn acuosa
1l nM (0,125 ml) (compuesto 5), 0.03 ml de suspensidn enzimati"
ca (fosforilasa nucleosidica de Sigma Chemical Co., St. ILouis
Mo) . y agua destilada (0.22 ml),

La muestra se incubd a 250C. El espectro UV se re--

gistrd sobre un espectofotdmetro Cary 14, escalonado cada 5 mil
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nutos para seguir el cambio de dsorcidn. Después de 20 minu--
tos, no se detectd ningln cambio. La }maxl (pH 7.5) se elewd
desde 262 nm a 270 nm y con un aumento en el coeficiente de -
extincidbn, la mé.x2 a 298 nm (pH 7.5) se convierte en un espal
dén. La tasa mis elevada de conversidn del nuclebsido se en--—
contrd cuando la concentracidn de la 3-desazaguanina (Compues
to 5) era l x 10—4M, la concentracibdn de ribosa-l-fosfato eraix
10_4 alzx 10_3 v la concentracidn del nuclebsido de fosforilg
sa era de 60-90 A1g/ml en la mezcla de reaccibn.

La confirmacidn adicional que el producto asi obte-
nitdo es la 3-desazaguanosina (Compuesto 1l1l) se hace por medig
de lo siguiente. La 3—~desazaguanina (Compuesto 5) (4.5 mg, 0;95

mmoles) se disuelve en un tampdn Q5M Tris-HCLl pH = 7.5 (300 ml

—

L.a sal de ribosa-l~fosfato-diciclohexilamonio (42.8 mg, 0.1 -
mmoles) vy el nucledsido de fosforilasa 6 mg, 24 unidadesﬁyg}j
se agrega, y la reacci®n se agita a 250C por 2 horas. El ph -
de la solucidn se ajusta a 4.5 con HCl y luego se pasa a traves
de una columna de carbdn 1x3 cm (malla 100-200). La columna se
lava con HZO (200 ml), vy el producto se eluye con etanol—HzQ—
NH4OH conc, (45:45:10) (300 ml)} El eluente se evapora a seque
dad al vacio, dejando un material verde claro, amorfo.
Rendimiento: 8.1 mg (95%), el cual se probd ser idén
tico con la 3-desazoguanosina sintética (Compuesto ll) por me

dio del espectro ultravioleta y el tlc.

En general, la 3-desazaguanina (Compuesto 5) se pue

[ !
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de convertir enzimiticamente en la 3-desazaguanosina (Compueg|
to 11) por reaccibn con la enzima de fosforilasa nuclebdsidica
a un pH entre 5 y 9, preferiblemente de 7 a 8, con una concen,
tracidn de enzima de 0.05 a 0.5 mg/ml, preferiblemente de -
0.05 a 0.1 mg/ml y a una temperatura entre 0 y 500C, con pre-
ferencia entre 25 a 359C, aproximadamente. Se han obtenido sa
tisfactorios resultados cuando la 3-desazaguanina esth preség
te en una concentracibdn mayor que 5 x IO-SM, preferibleniente

1= 10—4M, Yy el ribosa~l-fosfato estd presente en una concen-
tracidn de alrededor de 3 x 10_4 alx 10—3M. generalmente =
por 0.1 a 2 horas, preferiblemente de 05, a 1 horas se requig
ren para la reaccidn. La fuente de la enzima puede ser animall
de tejidos o bacterias. La principal fuente bacteriana es el

E. coli y la levadura, mientras que existen una variedad de -

fuentes animales, incluyendo bazo de res, higado de ®ta, higa
do de becerro, timo de becerro, cerebro de mono, higado de ca

ballo, bazo de becerro, eritrocitos humanos, piel de pescado

y mbsculos de pescado. La enzima puede ser una proteina puri-
ficada o puede estar presente en una actividad metabolizante
bacteriana o c&lulas de hongos. Estando pPresente en una acti-
vidad metabolizante bacteriana o células de hongos se espera
que el proceso de fermentacidn usando estas células o mutan--
tes de ellas pueda llevar a cabo la produccibn de la 3-desaza

guanosina de la 3-desazaguanina.
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EJEMPLO XV

En este ejemplo, los compuestos 4, 5, 10, 11, 20, -
23 y 29 se probaron para determinar su eficacia antiviral in
vivo usando el método de inhibicidn del efecto citopatogéni~
co inducido poxr viri;xfCPE) de Sidwell y colaboradores (Appli$d
Microbiology 22:79741971). En breve el procedimiento CPE in--

cluye la suspensidn del agente antiviral en un medio de culti

vo celularconsistente de vitaminas, aminofcidos, suero, tam—-

pbn, penicilina, estreptomicina y un colorante indicador en -
agua. El virus suspendido en el medic de cultivo celular se -
agrega a una capa Gnica establecida de células KB © RK%lB,‘y
luego se agrega un volumen igual de agente antiviral en 15 "
min. Las células tratadas infectadas se examinan por el mi?:gg_
copio. Los controles para cada experimento incluyen c’elurll__a‘s"'-i
de control y medio de cultivo celular; virus de control (¢§;3
las y medio de cultivo de virus y controles de toxicidad (ce-
lulas v agentes quimicos y medio de cultivo celular).

La tasa de virus (TV) en el sistema de Sidwell, des
crito en Applied Microbiology, se usb para evaluar el grado -
de significancia de la inhibicidn de CPE. Una tasa de virus -
nmayor de 0.5 indica una actividad antiviral significante y me
nor de 05. indica una leve actividad antibiral.

Los resultados de las pruebas in vivo se muestran -

en las Tablas I y II.
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Los compuestos 5 y 11 tanmbién se probaron para citot
xicidad v se compard con la l-beta~ribofuranosil-l,2,4-tria--
zol-3-carboxamida. Los resultados se muestran en la Tabla III.

- TABLA~ III -

Citotoxicidad de la 3~desazaguanina y la 3-desazaguanosina com

parada con la l-beta-D-ribofuranosil~l,2,4-triazol-3-carboxami

| A4

da
1-beta~D~ribofura-
nosil-1,2,4-tria--
Com. 5 Com, 11 zol~3-carboxamida
Citotoxicidad - ’
celulas KB 1.0 1.0 3.2
Citotoxicidad -
células RK-13 1.0 10,0
Citotoxicidad -~
células de em--
bribn de pollo 3.2 3.2

x C-itotoxicidad expresada como aquella qgue no causa visibles -
cambios en las cidlulas al examinarse microscbdpicamente dus—-
pués de 72 horas de estar expuestas al compuesto a 372C. cé-
lulas KB: adenocarcinoma humano nasofaringeo; RK-13: pasaje
continuo del rifion de comjo . Células de embribn de pollo: -
células primarias derivadas de embriones de pollo picados de
9 dias de edad.

EJEMPLO XVI
También se prob® la 3-desazoguanina en su efectivi--
dad contra los virus de influenza A2 en un experimento animal.

En este estudio, se anestesiaron levemente ratones de la cepa

Webster tipo Suizo, hembras de 16-=17 g, y se infectaron in- -

tranasalmente con una dosis letal de 75% (DL75) de la cepa Ja

%



x>

27 213 2340 Al‘

i

- 45 -

1 | pan 305 de virus de influenza Az. Quince minutos antes de ex-

ponerlos a los virus, los ratones se trataron intraperitoneal
mente con la 3-desazoguanina o l-beta-D-ribofuranosil-1,2,4-

triazol~3-carboxamida, usando varias dosis de cak uno suspen-

° didas en solucibn salina fisioldgica estéril, Los ratones de
control de virus se pretrataron con solucibn salina finicamen-
te, vy los animales del control de toxicidad se trataron con =
dosis pertinentes de cada droga, pero sdlo con infeccitn simu

10

lada. L.os animales se observaron por un periodo de 21 dias, =
registrando las muertes ocurridas diariamente. Los resultados

de este estudio se resumen en la Tabla IV, indicando los efec

tos contra el virus de influenza de ambos compuestos.
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BEJEMPLO XVIT

En este ejemplo se probd el compuesto 5 en su acti~
vidad contra tumores dn ratones. ELl compuesto 5 serencontré -
sx citotbxico a cBlulas Hela y L1210 en cultivos de tejidos.
Una concentracidn de lO_SM del compuesto 5 causd inhibicidn -
del 50% de la incorporacidn de 3H—timidina Y 3Hruridina en las
fracciones imolubles en &cido de las células L1210 en el cul-
tivo celular. La Tebla V muestra que en el sistema de :leace~-

mia L1210, el compuesto 5 (DL.., 500 mg/kg) a una dosis (in--

10
yecciones i.p.)de 20 mg/kg (qd, 1-9), 40 mg/kg (qgd,1-9) y 80
mg/kg (gd,1~9), el aumento del tiempo de vida de los ratones
hembras BDFl fué de 32, 43 y 63 por ciento, respectivamente.
Se incluyb la Ara~C (citoxina arabinosido) como el normai;__

El compuesto 5 a una dosis (inyeccidn intraperito--

neal) de 40 mg/kg (gd,1-7) también proporciond® una inhilbicidu

de 75 y 93% del crecimiento de implantes subcuté@neos de adenccar

ciona 755 en ratones hembras C 57 Blk/6.
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~-TABLA-V-""

ACTIVIDAD DEL COMPUESTO 5

-

CONTRA LEUKEMIA L1210 EN RATONES HEMBRAS BDF,

Tratamiento ' Supexrvivientes
(i.p.) v en promedio peso T/C
(dias) (9)
Control, salina. 8.2 + 2,2 -
L ; 7
Compuesto 5 : .
20 mg/kg, qd(1-9) 10.83 + 2.0 1.32(0/6)
40 mg/kg, qda(1-9) 12.00 + 0.4  1.43(1/6)
80 mg/kg, qd(1-9) 13.33 + 1,7  1.63(0/6)
Ara C
40 mg/kg, qad (1-9) 17.33 - 0.2 2.11(0/6)

Todos los animales se inocularon (i.p.) con células leucémi--

cas en una cantidad de 105 . El tratamiento se comenzd 24 ho-
ras éespués del trasplante. Los ntmeros entre paréntesis indil
can ia supgrvivencié:después del dia 21. |
Se apreciarid de los Ejemplos XV y XVI que la 3-desa!
zoguanina (Compuesto 5) y la 3-desazoguanosina (Compuesto 11)
ham mostrado un amplio espectro de actividad antiviral y que
sonrparticularmente ;fectivos contra los virus de las enfermeg

dades respiratorias. En vista de la estructura similar de la

3-desazaguanina y la 3-desazaguanosina y la solubilidad aumen

tada usual de las sales de los compuestos de piridina activos),

las sales de adicibn con 4cidos también se espera que exhiban

tal actividad antiiral.
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26,

Los compusstos 5 y 14 también han demostrade uns
actividad antibacterial in vitro contra E. Coli (gram~negati-
vo) y estafilococos aureus (gram positivos), y el compuesto
23 muestra una actividad contra estafilococos aursus (gram-
positivos).

Los compusstos de ssta invencidn también poséen
otras propiedadss medicinales. Ss daberé apreciar también queg
se pudisron dar aqui e jemplos de experimentos adicionales ds
los compusstos de esta invencién, tanto en la preparacién co-
mo actividad, pero no fué posible debido a la brevadad de la
descripcign, desde luego los expertos en la mataria podran
apreciar Fécilmedte y entender el alcance completo ds lg in-

vencidn por medio de las resvelaciones aqui contsnidas.

La presente patente de invencién, comprsnde las
siguientes reivindicacionss:

le= Procedimiento para la preparacidn de 3~desa-
zaquanina y sus derivados, caractsrizado porque para prepararn
6=amino-imidazo (4,5-c) piramidin=4(5)-ona, (3-desazaguanima)
comprende las fases de hacer reaccionar el 4(5)-acetamido=2-
imidazol-5(4)-carboxilato de metilo, bajo condiciones de re-
flujo, con un agente deshidratante para proporcionar sl 4(5)-
cianometil imidazol=5(4)=-carboxilato de mebilo, calentar di=-
cho compuesto de cianometilo a una temperatura de 100 a 150¢
C, aproximadamente, en la prasencia de amonfaco liquido, pa=-

ra proporcionar la 4(5)~cianometilimidazol=5(4)=carboxamida,

y reflujar subsecuentemente dicha cianometilecarboxamida, an
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la presencia de un carbonato de metal alcalino suministrar
la 3=~dassazoguanina.

2.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque el cilanometil-carboxilato se trata con
NH4C1 en un alcohol alifatico y en la presencia de amoniaco,
a una temperatura de 100 a 1502C, aproximadamente para sumi-
nistrar la 3~desazaguanina.

3.~ Procedimiento segin las reivindicaciones
pracedentes, caracterizado porque para preparar la 6-amino-
l-beta=D-ribofuranosilimidazo(4,5-¢c) piridin-4(5)-ona o sea
la 3=~desazaquanosina, la 3-=desazaguanina se hace reaccionar
conla enzima de Nucledsido=-Fosforilasa, en ia presencia ds
ribosa=l=fosfato, a un pH de 5 a 9, aproximadamente, y a una
temperatura de 0 a 50QC, aproximadaments.

4.~ Procedimiento ssgin la rsivindicacidn 3,
caracterizado porque la enzima esta presente con una con-
cantracidn de 0.05 a 0.5 mg/ml, aproximadamente.

S.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 4,
caracterizado porqus la enzima astd pressnte con una concen-
tracidn de 0.05 a 0.1 mg/ml, aproximadamentse.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 4,
caracterizado porque la 3-desazaguanina esta presente con

5m y el citado ribosa-~

4&

una concentracidén de al menos 5 x 107
l-Posfato esta presente con una concentracidn ds 3 X 107
1 x 10'3m, aproximadamente.

7.= Procedimisnto segdn la reivindicacién 6,
caractarizado porque sl pH ss encusntra entre 7 y 8, aproxi=-
madamente, y la temperatura entre 25 y 352C, aproximadamen~

te.
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¢ 8.~ Procedimiento segln las reivindicacionas
precedsntss, caractsrizado porqus para preparar la 6-amino
-1-(2z)~imidazo(4,5-c)piridin=4=ona o la 6~amino=3=(Z)-imida~
z0(4,5~=c) piridin-4=-ona, esn donde Z representa beta-D~ribo-
furanosilo o 5~desoxi-beta=D-ribofuranosilc, la 3-desazagua-
nina es sililada por reaccidon con el hesxametildisilizano,
bajo condicionss de reflujo, y la 3-~desazaguanina sililada
asi produ&ida s8 hace reaccionar adicionalmente con un halu-
o de (ribofuranosilo o 5-desoxi-ribofuranosilo) con el gru-
po amino protegido, Cl a CB’ en la presencia de un solvaente
no hidroxilado.

9.~ Procedimiento segiin la reivipdicacién 8,
caracterizado porque la etapa de silacidn se llsva a cabo
en la presencia de sulfato de amonio como catalizador.

10.- Procedimiento segdin la reivindicacidn 8,
caracterizado paorque sl solvente no hidroxilado es acetoni-
trilo y dicha stapa de reaccidn adicional se lleva a cabo
a una temperatura entrs 20 y 252C, aproximadamente.

ll.~ Procedimiento seglin las reivindicacionss
precedsntss, caracterizado porque para preparar la 6~aming=
1-(z)-imidaza(4,5-C-)piridin=4~ona y la G~amino=3=~(2)~imida-
2z0(445=c)=piridin-4-ona, en donds Z repressnta beta=D.:~ribo-
furanosiloc o bien 5-desoxi-bsta-D-ribofuranosilo, comprsnde:

un primer paso de reaccidn en donde el 4(5)-cia
nomstilimidazol-5-(4)carboxilato de metilo se hace reaccioc-
nar con una (ribofuranosa~ o S5-desoxiribofuranosa = protegi-
da, en la presencia de un catalizador icido, a una tempera-
tura de 160 a 2009C, aproximadamente, para formar sl 4-~meto-

xicarbonil=l=(Z-protegida)~imidazol=5-acatonitrilo y sl 5=

[]
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metnxicarbonil-l(Z-protegida)-imidazol-&-acetonitrilo; y un
segundc paso de reaccidn en donde los productos del primer
paso de reaccidn se hacen reaccionar con amoniaco, a una
temperatura de 20 a 15092C, aproximadamente.

12.~ Procedimiento segiin la reivindicaeidn 11,
caracterizado porque cuando el catalizado# Acido es acido
cloroacético o bis(paranitrofenil)fosfato la temperatura es
de 160 a 1908C aproximadamenta.

13.- Procedimiento sequn la reivindicacidn 11,
caracterizado porque el amoniaco se encuentra presente como
amoniaco 1{quido o amoniaco disuelto en un aleohol alifati~
CO0.

l4.- Procedimiento segin las reivindicaciones
precedentes, caractsrizado porgque para preparar G-aming=l-
(z)-imidazo(4,5~c)piridin~4-ona y 6-amino-3~-(z)imidazeo(4,5-
¢)=piridin=-4=-ona, en donde Z representa beta-D-ribofuranosi-
lo, S5~desoxi=bsta=D-ribofuranosilo o tetrahidropiranileo, con
prende:

un primer paso de reaccidn en donde se hace
reaccionar el 4(5)-cianometilimidazol=5(4)-carboxilato de
metilo con hexamstildisilizano, a temperatura de reflujo,
para formar un producto sililado;

un segundo paso de reaccidn en donde el producH
to sililado se hace reaccionar con acilo C; a Cg (ribofura-
nosa o S5-desoxi-ribofuranosa) protegida o bien con dihidro=-
pirano, en la presencia de un catalizador &cido Lewis y un
solvaente no hidroxilado, a una temperatura entre 202C y la
temperatura de rsflujo, para formar el S-cianometil~l-(Z)-

imidazol~4=~carboxilato de metilo y 4~cianometil-l-(Z)imida-

£
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z0l~5-carboxilato de metile; y

un tercer paso de reaccidén sn donde se hacen
reaccionar los productos del segundo paso de reaccidén con
amoniaco y son aislados, o bien

un cuarto paso dg reaccicn en donde los produc-
tos del tsrcer paso de reaccidn se hacen reaccionar con una
base débil. '

15.~ Procedimisnto segln la reivindicacidn 14,
caracterizado porque el catalizador &cido Lewis es cloruro
estdnnico, el solvents es 1,2-dicloroetano y la temperatura
se encuentra sntre 20 y 25¢C, aproximadamgnte.

16.= Procedimisnto segin la reivindicaciaon 14,
caracterizado porque el primer paso de reacciém se lleva a
cabo en la pressncia de sulfato de amonio como catalizador.

17.~ Procedimiento seguin la reivindicacién 14,
caracterizado porgque el amoniaco sstd presents como amoniaco
1iquido o bien amonfaco disuelto en un alcohol alifatico.

18.- Procedimisnto segin la reivindicacidn 14,
caracterizado porque la base débil es sl carbonate de sodioc.

19.~ Procedimiento seglin las reivindicacionss
precedsntes, cgracterizadc porque para preparar el 6-amino-
1-(z)imidazo(4,5-c)piridin=4=-ona y 6=amino=3=(Z)=imidazo (4,
S~c)=piridin-4-ona, en donde Z representa beta-D-ribofurano=-
silo o 5=-desoxi=beta=D=ribofuranosile, comprende:

un primsr paso de reaccidn en donde el 4(5)-ciaf
nometilimidazol=5(4)=carboxilato de metilo se hace rsaccio-
nar con hexametildisilizano, a tempsratura de reflujo, para
formar un producto sililado;

un segundo paso de reaccidn en donde sl produc-
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" @n la presencia de un solvente no hidroxilado, a una tempe=~

to sililade asi formado, se hace reaccionar con acilo C,-Cg-

(ribofuranosilc o S-desoxiribofuranosile)-halure protegido,

ratura sntre 2§QC y la temperatura ds reflujo, paga formar el
4ecianomatil=l=(Z)=imidazol=5=carboxilato de metilo y sl 5-
cianomatile=l=(Z)=imidazol~4~carboxilato de metilo; y

un tercer paso de reaccidn en donds los produc=-
tos del ssgundo pasc de reaccidn se hacen rsaccionar con amo-
niaco a una temperatura de 20 a 1509C, aproximadamente, y
luego son aisladoes, o

un cuarte pasoc de reaccidén en donde los produc=
tos del tercer paso de reaccidn se hacen rsaccionar con una
base débil,

20.= Procedimiento seglin la rsivindicacidén 19,
caracterizado porque sl primer paso de reaccidon se lleva a
cabo en la presencia de sulfato de amonioc como catalizadnr,

21.- Procedimiento segln la reivindicacidn 19,
caractsrizade porgue sl solvents en sl segundoc paso de reac-
cién es acetonitrilo y la temperatura se encuentra entre 20
y 25eC, aproximadamente.

22.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 19,
caracterizado porque el amoniaco se sncuentra presente como
amonfaco l{quido o bien amonface disuelts en un alcohol
alifatico.

23.~ Procedimiento segdn la reivindicacidn 19,
caracterizado porqus la base débil es sl carbonato de sodio.

24.~ Procedimiento segin las reivindicaciones

precedentes, caracterizado porque para preparar el 6-amino-lt

£



10

20

25

30

¥

beta=~D=-ribofuranosilimidazo(4,5=c)piridin=4=(5H)=ona 5'-fos=-
Pato, g-amino-3-beta-D-ribofuranosilimidazo(4,5¢c)piridin~4
(5H)-ona~5t-fosfato y 5(4)-cianometil~l-betd=D~-ribofuranosil-
imidazol=4(5)=carboxamida=5S'-fosfato, comprende:

un primer paso de reaccidn en donde el 6~aminé-
l-bsta-D-ribofuranosilimidazo(4,5~c)piridin=4(5H)=ona, G~ami=
no=3~beta=D-ribofuranosilimidazo(4,5-c)piridin=4(5H)=ona o
5(4)-cianometil-1-beta~D-ribofuranosilimidazol=4=(5)~carho=
xamida, se protegen de la humedad y se hacen rsaccionar con
cloruro de fosforilo en trimetilfosfato a una temperatura en-
tre =20 a 3J02C.

un segundo paso de reaccidén en donde sl produce
to del primer pasc 8s hidrolizado para formar el 6-amino=l~
beta=D=ribofurancsilimidazo(4,5=c)piridin=4(5H)~ona=5'=Fosfa-
to, 6-amino-3-beta-D-ribofurancsilimidazo(4,5~c)piridin=4(5H)
ona 5'-fosfato o 5(4)cianometil=l=beta=D=ribofurancsilimida=
z0l-4(5)~carboxamida=5'-fosfato, los cualss son aislados o
bien

un tercer pasoc en donde el 5(4)~cianometil-l-
beta=D-ribofuranosilimidazol=4(5)=carboxamida=5'=fosfato se
trata con una base débil para formar sl G-amino=l-beta=D-ri=
bofuranosilimidazo(4,5~c)piridin=5(5H)~ona=5'~fosfato o sl §-
amino-l-beta-D-ribaofuranosilimidazo(4,5~c)piridin=4(5H)-8na=
S5'-fosfato o el 6-amino=3~beta=D-ribofuranasilimidazo(4,5=c)-
piridin-4(5H)-ona=5'~fosfato.

25.~ Procedimiento segidn las reivindicacicnes
precedentes, caracterizado porque para prapafar 8l G=aming=l-
beta=D-ribofuranosilimidazo(4,5~c)piridin=4(SH)-ona fosfato

3'=5'=ciclico, sl 6-amino=3=beta~D=-ribofuranosilimidazo(4,5=c
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piridin-4(5H)-ona-fosfato 3'=5! -ciclico o el 5(4)-cianometil
w{-bata~D-ribofuranocsilimidazo~4(5)~carboxamida~fosfato 3' =
§' ~cfclice, cemprendes

un primer paso de rsacciém en donde el G~amino=1-
beta=D=ribofuranosilimidazo(4,5=c)piridin=4(5H)-ona=5' ~fosfa
to, el G=amino=3=bsta~D-ribofuranosilimidazo(4,5~-c)piridin-4
(5H)=0na=5' =fosfato o el 5(4)=-cianometil-1-~bata~D=-ribofura-
nosilimidazo=4(5)=carboxamida=5' =fosfato, "se convisrten en
la sal de 5' =fosfato;

un seqgundo paso de reaccidn en donds 8l producto del
primer paso de reaccidn se trata con diciclohexilecarbodiimi-
da en piridina, a una temperatura desde la ambiente a la de
reflujo, para formar el 6-amino-1-betafD-ribofuranosi1imidam
(4,5-c)piridin=4(5H)=ona~-fosfato 3'=5'~-ciclico, el G-amino-
3ebota=Deribofursnosilimidazo (4,5~c)piridin-4(5H)~ona-fosfa
to 3'=5' =cfclico o el 5(4)-cianometil-1-beta=D-ribofuranesi
limidazo=4(5)~carboxamida-fesfato 3' =5' -cielico, que son -
aislados o bien

un tercer paso sn donde el 5(4)-cianometil-i-beta-
D-ribefuranosilimidazol-4(5)=-carboxamida=fosfato 3' =5' - -
cfclico se trata con una base débil para formar el 6-amino-
1-beta=D-ribofurancsilimidazo (4,5-cipitidin-4(5H)=ona~-fosfg
to 3' 5! =cfclico o el G~amino-3-beta-D-ribofuranosilimidag
zo (4,5-c)piridin-4(5H)-ona fosfato 3' §' -eciclico.

26.~ Procedimiento para la preperacidén de 3-desaza
guanina y sus derlvados.

Sagin se describe y reivindica en la presente memo~-

ria descriptiva.
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Consta la pressnte memoria de cimncuenta y siets hojag
foliadas y escritas a miquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 26 de Junio da 1975.
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