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+titumoral. Los compusstos y las composiciones en donde 2 e

Hola atim. l

El presente inventc estd basado en el descubri-

miento de que comnuestos de la férmula

- (Y)Z
N -
¥
"~
‘ 2
TC-~TH--R
RY  ox

en donde X eg CH, IE,, Sk, OR 6 SR en donde R es alockilo
de L a4 étomos‘de carborno o bencilo, rt es H 6 alcohilo

de 1 a 8 &bomos de carbono, R° es H o metilo, Y es la acl
de wa anina de la férmula

R3 . . v

N

N(Cnly, )OH
R4//

en donde R2 y R* son alecohilo inferior, por ejemplolde 1

a 4 étomos’de carbono, y n es uvn ndmero entero de 2 a 4
con 4cido para-acctamido-benzolco y en donde z es vn nune-
ro de 0 a 10, son Utiles como inmunomodulsdores, como agen

tes antiviricos y en casos cspecificos tienen actividad an

1 a 10 son nuevos de por si.

Cuardo RZ es H, la presencia de Y acrecienta la
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actividad inmunorregulédora vy la actividad antivirica. Si
Z es NHy hey actividad inmunoinhibidoras pero no actividad
inmunoestimulsdora (inmunopotenciadora);

La actividad inmunorreguladors aparece como &l:rg
contada al aumentar la lonzitud de cadena para Rl,,al'hu~
nos desde metilo hasta hexilo. Preferiblemente R' eg nw-al-
cohilo, ee decir metilo, etilo, n~propilo, n-~butilo, néam_:}_
lo, n~hexilo, n-heptilo 6 n-octilo. R2 eé preferiblemente
metilo. R puede ser metilo, etilo, n-propile, n~butiln,
igopropilo, etc. Cuando X es NH2 el compuesto puede egvar
pregsente como 1g base libre o como la sal con un dcido no
t6éxico, es decir un dcido farmacéuticamente aceptable, por|.
ejemplo dcido clorhidrico, dcido bromhidrico, dcido sulfd-
rico,.écido Togfbérico, dcido citrico, decido 1écticé, édcldo
tartdrico, écido'salicilico, dcido acetilselicilico, dcido
acético, decido propidnico, 4cido paranﬁolueno—éulfénico,

dcido metano=-sulfénico, dcido maleico, dcido sucecinico,

| beido malénico, deido adipico.

Ung clage preferida de aminag para formar la sal

con 4ecido para~acetamidobenzoico tiene la férmule

R5
J N(CpHop)OH
R6 ‘
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.en donde R5 y RG gon alcohilo inferior, nor ejemplo metilo)

| dcido malénico, 4dcido ldctico, 4eido citrico, dcido tartd-

lfoju ntm. 3

etilo, propilo, igopropilo o butilo y n es un ndmero ente-

ro de 2 a 4. Ejemplos tipicos de dichas aminas incluyen di

nmetilaminoetanol, dimetilaminoisopropanol, dietilaminbééé-
nol, dietilaminoisobutanol, dietileminoisopropenol, msiil-
etilaminoetanol, diisobutilamino-F-butanol, dimetilsmino—
propanol, dimetilamino-N-butanol diisobutilaminoetand;jﬂi—
metilaminobutencl, dibutilamino-F-bufanol, dibuitilamincets |
nol, dipropilaminoetanol y diisopropilenminoetancl. Lo sai-
na acbtualmente prefarida es dimetilaminoisopropanol.-Gdﬁn—
do Y est4 presenis, es declr z'es L a 10, prefériblementé_
z es 3. Fo olLgtente, z pueds ser tembién 1, 2, 4, 5, 6, 7,
8, 9 6 10.

Si bien se utilizen preferiblemente los compuesa

| LR

tos en donde Y es la sal de la amine R4/;R(Cann)OH
con 4cido para-acetamidobenzoico; se puesden utilizar tan-
bién sales de la férmula Y1 en donde la aming es como se
acaba de definir, el dcido es un dcido formacéihicamente
aceptable distinto de dcido para-acetemidobenzoico, por
ojemplo dcido clorhidrico, &cido sulfirico, dcido bromhi-

drico, fcido fosfdrico, dcido acdtico, dcido propidnico,

rico, 4cido para-toluweno~sulfénico, deido zdipico, deido
maleico, dcido succinico, 4cido metano-sulfénico, deido sa-

licilico y écido acebilsalicilico.
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Parg describir.los compuestos siguientes, cuan-
do Y estd presente, la abreviatura DIP*PAcBA representa pa
ra-acetemidobenzoato de dimetilamino-2-propanol. A menos
que un némero entre paréntesis, por ejemplo (10), siga a
esta abreviatura, Y es 3. Si un ndmero sntre paréntésis"
gigue a la abreviatura DIP*PAcBA, alll el ndmero indicw el
nimero de moles de grupos Y pregentes por 1 mol dé la
9—(hidroxialcohil)-purina."

En la tabla 1l siguiente se considera que los com
pucstos son puros excepto el compuésto 15.443, que se ared
que también contiene una sal ademds del compuesto del in=
vento, . . )

Un inmunomodulador 6s un compuesto que regula lg
respuesta de inmunidad. Asi, cubre tento la inmuwnoestimulg
cién (inmunopotenciacidén) como la inmunoiﬁhibicién. Desde
luego, la inmunocestimulacldén es Util para formar inmunidad.
Ta inmunoinhibicidn tiene tamﬁién utilidad en un cierto néme-
ro de sectores. Por ejemplo, es Util en trasplanies de 6r-
ganos, vor ejemplo ﬁrasplaptes de rifibn o de corazén, para
evitar rechazo de organod,

En lag tablag que mueetran las propisdades inmu-
nopotenciadoras de los compuestos, un mes (+) o un menos
(~) indican propiedades inmunoestimuladoras o inmunoiﬁhﬂﬁ@g
ras, respectivemente. E1l nimero O indica que el compuesto:

no tenia ni actividad inmunopotenciadora ni actividad in-
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munoinhibidora.
En algunas de lag tablas se incluyen varios com=
puestos ‘en donde X no estd dentro de lo reivindicado. Es-
tos compuestos ro reivindicados tienen por regla general
actividedes reletivamente bajas y se incluyen para ilng--
trar el hecho de que el grupo X puede teznar un efecto‘éig~

P

nificativo sobre las propiedades de los compuestos.

PR

Un mitdreno es una gustancia gue induce le p@o»
liferacién de células, que ocurre durante ls inmunizecidn.

Ta tebla 1 (excluyendo los compusgtos 19.427 .
15.423) muestra comnuestos ﬁtlles en el invento.

Los métoaos de sintesls A hasita T mencionzdos an

- le tebla 1 se describen subsigulentemente COn més Getalle.. |

Las composiciones del invento son dbiles para
trater a memiferds (y células de mamiferos) incluyendo a
geres huﬁanos, czrdos, perros, gatos, reses de gana@o e~
cuno, caballos, corderos, cabres, ratones, conejos, ratas,
cobayas, hamsters, monos, etc.

A menos que se indique otra cosa, todas las par-
tes y porcentajes estén en peso.

Todas las tempersturas estém en grados centigra-
dos a menog que se indique otra cosa;

Las composiciones puadeh comprender, consistir
esencialmente o consistir exclusivamente en los materiales

expuegtos, ¥ los procedimientos pusden comprender, congig—
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tir esencialmente o consistir exclusivamente en las etapas
exouestas con dichcg materiales.

ﬁas composiciones puzden ser administradas a los
memiferos por téenicas convencionales, por ejemplo pori§ia
oral, nasal, rectal, vaginal, enteral o parenteral Puegén

ger emplecadas como soluclones inyectables, por ejemplo -en

agua, o como tabletas, pildoras, cépsulag, etec.
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N oM,
HC-CH-R2

11

R OH
No. Conmpuesto Métode de
Rl R?' . B v sin‘t‘esis
15425 g H on . D
15428 H I o DIP - PRk L
15435 W H S - c
15437 _ H I sn DiP*PACRA T
15446 i ci, oM " - A
15447 H CH, O PIP - PAGRA L
15431 5 CH, N, - B
15432 W Ci, _ WH,  DIP'PACEA 1,
‘15427 CH, W I - R
15423 CH, X cl - ¥
15433 cH, W ' NO, - e
15434 cu, H N, DID PAcRA L
15443 cH, N o - H
15444  CH, H o DLP* PhCBA L -
15417 CHy, 0 o1 - I
15418 Ccly, X oH DIP«PRCRA L
15392 CeHy, CH.  OH - J
15430 C.My, CH, o DIV PECRA L
15426 Cemys o, wm, - mcl sait X
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No. Espectros de UV Andlisis.
: ; ' ' ‘elemental
Pef, . “C AMax  AMin ¢ H - N
T50 242,58 T
15425 2740 250 219
2547 221,5
15428 A
323 251 E
15435 278~80 323 252
323 251
15437
: 250 223,5
15446  244~5 250 220
. ; 254 223,5
15447
- 201 228 . 7 Cal 49,73 5,74 26,25
15431 158° 259 231 1 Enc ¢9,56 5,062 26,22
. : 261 225 ‘- ’ :
L5432 :
: 276 237 7 Cal 31,00 2,98 18,43
15427  178° 276 237 1 ZEnc 31,53 2,96 16,18
- 276 2317 10
2065 228 7 Cal 45,20 4,26 26,36
15423 200-204 265 228 L Tne 45,11 4,27 26,25
’ 265 228 10 .
261,5 228 1
15433 215-16 259 231 1
. 261 224,5 10
15434
’ 2H0 223 7
15443 198~199 250 21¢ 1
255 225,5 10
15444
. 250 224 Cal 59,07 7,65 21,16
15417 226°C 250 220 Ene 59,01 7,55 21,24
20h 223 T
15418 '
: TTRE0 224 Cal ©0,4L 7,97 20,13
15392  202°C 248 222 Fnc 60,47 7,86 20,08
: ' 254 220 -
15410 :
. 261 230 7 Cal 53,58 7,7L 22,32
15426 176-9°C 259 233 1 Enc 53,56 7,67 22,34
. - 251 235 1c )
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Otros compuestos dentro del invenio se exponen
en la tebla 1 a, sigulente en donde la férmuls basics es
la misma que en la tabla l. En las tablas 1 y la, los gru-

pos alcohilo para R1 son todos ellog n-alcohilo,

1 oMt b A ke Wt b e

RN

TABLA 1 g

COMPUESTO

R R X . Y
CeHy 4 CH, Com’ DIP«PACBA(LO0)
Célly cit, o1’ DIP - PACBA (1)
H CH, on? DIP~PACEA(10)
H CHy o’ DIP-PACBA (1)
CH, CH, om?- -
TCH3 ci, onf DIP:PACBA
C,H, rH oH. DIP«PACBA
C,H; 3 o -
C5H; H o -
Call, H OH DIP:PACBA
CyH, cH, OH -
CH, cHy . OH DIP«PACBA
C,H, ' ci, et -
¢ H, CH, OH 'DIP+PACBA
C,H, H OH -
¢, Hg H ox DIP-PACBA
Cyltg -  cH3 oH _' -
c4ﬁ9 CH OH DIP-PACBA




O N

C.H

CSHll

CsHya
CgHy
G815
c,H, 4
C7Hy5
Cotig

8117
Cgly7
C K

CgHyy

CeH13

Cell13

CsH13

Celi3

CH

cH

H

H

5711

gfiyy

H
CRH

CH

cn

TABLA 1 & (cont.)

COMPUESTO

OH
OH
OH
oH
o
ol
oH
ot
OH
on
OH
OH
OCH
ocH
ocH
OCH
. OCH,
ocH
OCH
ocH,

‘OCH3

OCH 3

Hojn nhim, 10

Y

-~

DIP:PACBA

DIP.PAcBA

-

DIP.PACBA

-y

DIP-PACBA

-

" DIP-PACBA

-

DIP«PAcCBA
DIP-PACBA

DIP.PACBA

" DIP.PAcCBA

DIP-PACBA

DIP-PACBA
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c.

C.H

C6HlB
C6H13
CGHl3

C6H13
613
Cellya
cH
cH
H
H
6713
CeHy
C6Hl3

C6H13

H

cH
CHy
Cl4

cH

TABLA 1 s (cont,)

CH
ci

H

CH

CH

H

cH

cH

cH

i

CH
CH
CH

CH3

oc, 1

2

OC2H5

0C, B,

OC3H7

O?sﬂv
0C,H,
OC 41,
°€;H7
OC3Hy
OCéHQ
oc
oc,
OC4H9
0C4H9
oC H

479

-0C4H9
»OC4H9

OC4H9

OC4H9

OC4H9

oc H9

4

ojs nam. ]-:L

b4
DIP-PACBA

DIP.PAGBA

-

DIP-PAGBA
DIP-PACBA
DIP:PACBA
DIP.PACBA

DIP-PACEA

DIP+PACBA

-

DIP.PACBA

-

DIP-PACBA

DIP-PACBA

DIP.-PACBA




P-.

CGH13

Cei3

C6H13
CeHy3
cx,

cH
CH

CH

Celly3
Cely 3
Celyg

CeHy 3

CH

CH3

H

H

CH

cH

TABLA 1 a (cont.)

845
H

H

CH

CH

H

CH

CH3

CH 3

H

H

H

CH

CH3

Gl

COMPUESTO

Y

DIP.-PACBA

-

DIP-PACBA

tlojn niim. 12

DIP-PACBA

DIP.PACRA

DIP.PACBA

DIP.PACBA

DIP.PACBA
DIP«PACBA

DIP.PACBA

}

-t
2
)

.

DYP.PACBA

DIP-PACBA

DIP+PACBA(10)

DIP.PACBA(l)




PRSI

AR Ty

PRy Sy

CGH13
613
CeHyz
CeHl13
C5H13

CGHl3

Cety3

Celly3

CH

TABLA 1 & (cont.)

H

H

CH

cH

CH

COPUESTO

X

O-bencil
O;benoil
O-bencil
O-bencil
S-bencil
S-bencil
S-bencil

S-bencil

tlojs ndam. 13

Y

DIP-PACBA

DIP.PACBA

DIP.PAcCBA

DIP:.PACBA
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Descripeién de las formag preferidas de reglizacién

METODO A T e

’

9-(2-hidroxi-l-propil )-hipoxantina (NPT 15446)

, o o '
'.‘ '. _ N .
N ' . NO N
. AcOH Xy q .
[ )
— CHxz— CH—CH
. cufum?x CH, Gy 3
. .." OH OH
1

Se.suspendiév9—(2—hidroxi—l-propil)-adenin; (1,

. 4,0 g, 20,7 milinoles) en &cido medtico al 50% (20 ml) y

se afiadié lentamenie nitrito de sodio (4 g, 58 milimoles),
La mezcla fué agiteda a 252 durante 3 horas. la solucidn
resultante fué eveporada hasta seguedad y se afladié iso-
propandl; esta operacidn fué ?apetida una vez, EL residuo

s6lido fué hervido en igopropanocl y filtrado, E1l filtrado

@ 1
fué aevaporado y cristalizzdo por adicién de acetona. Se hi

zo la recristalizaecién en isopropanol/metancl (98:2); se
obtuvo un producto oristglino incoloro. Randimiento 3,3 g

(82#), p.f. 244-2502, uv (H,05pH 5,5) Amax 250 mm,

P A O U

Fan eAvn

o bt @ PeTes e o  ean & B

20T L et AN BN MR Ga o ok e e et e S eewam, L e
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IETODC B

9=(2~hidroxi-l-propil )=6=cloropurina

cL
i
NH - N 2 (¢,H.0)
2N % N-CH, -CxI-—CH > I
J\ 377 ~H~Cil - Gi-CH
\\N ClL . : [ ’

11’
. " 0H

Se emplearon los métodos de Schaeffef, Heds Vo= .
éel, D. y Vince, R., J. Hed. Chem. Q,SOZ (1965); y Schaef-
fer, Hed. y Vince, R., J. Med. Chem. 10, 689 (1967).

Una solucién de 5~amxno—4 6~dicloropirimiding
(1, 20 gy 0,12 moles) en solucién etanélica al 1l% de iso-
propanolanina (200 ml) fue puesta a reflujo durente 8 ho-~
rase La.mezcla de reaccién fué evgporada pare formar un
Jarabe, se afiadié etanol y se evaporé de nuevo; esta bperg
cibn fué rspstids una vez. El jarabeffésultante fué verti~

do en agua (300 ml) dando una masa cristalina. Esta fué re

"Cogida_por filtracidén, lavada con agua y secada para dar

19 g de 9-(2-hidrozi-l-propilamino)~5~amino=5~cloropirini-
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dins (II) bruta. | .
ELl compuesto II bruto fué sugpendido en ortofor-
niato trietilico (120 ml) al que se afiedié 4cido etanosul-~
fénico (5 gotas), Despuds de 15 minutos se disolvieron to-
dos los sélidos .y le solucién fué mantenida a 252 durente
la noche., La evaporacidén en vacio dié un jarabe espeéd_gﬁe
fué sometido a evaporaclén en alto vaclo para eliminar}e;
oxceso de isopropanclaming. Despuds de cristalizaciéﬁfén

xileno se obtuvieron 5 g de material bruto.

. METODO B
9-(2~hidroxi-l-propil)adenina (NPD 15.431)

1306°

3

CH 5~ CH~~CH |
'OH ; x H
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Se disolvié 9-(2-hidroxi~l-propil )~6-cloropuri-
ne (I, 9 g.; 42,4 milimoles) en emonisco metandlico satura-
do y cloruro de amonio (SO-mg). La mescla fud ceslentada g
1302 en un fubo-bombe durante 6 horas. Da solucién resul-
%ante‘fué evapo?ada bhasta seguedad y recrigtalizada é@iéfg
nol/acetona. Rendimiento = 6,68 g de un producto crisf§i1~
no incoloro (81%) p.f. 193-1942 uv (H20; pH 5,5) )jﬁé?
260 nm OCD en CHCL,:HeOH (5:1) Rp 0,44. L =

Anal, Calc. para GSH11N5O: Cy 49,735 H,y 5,743
¥, 36,25; Encontrado: C, 49,56, H, 5,62; N, 36,22. '

METODC G

g-(1-hidroxietil)-6-merceptopurina (NPT 15.435)

Cl

. ’IAK'NH2
’/L\\ _ SHZ== ¢
N ' N

_ ;f-
ey =

- " e CH ., OH
- CHs~ CHZOH :, CH2 9

2
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Se empleb el método de Schasffer y Bhargava,
Biochemistry 4, 71 (1965).

Se disolvieron 9=(1l=hidroxietil)=6~cloropurina
(I, 2 g, 0,01 moles) y tiourea (0,76 g, 0,01 moles) en
etanol (15 ml) y se pusieron a reflujo durante 30 minvtos.
El precipitado resultante fué recogido por filtracién ¥
suspendido en agﬁa pars formar una sﬁspénsién. La neutra=-
lizacién con amcetato de sodio dié cristales incdloroﬁ;;'
Rendimiento 1,5 g (76%). o

P.f. 276-2802; uv (H,0, pH 5,5) Amax 320, 230

ne
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puso & reflujo dwranic 2 horas. La ezcl de

LEICDCe D

g-hidroxietil-kipoxarting (P 15.425)

bl

- _ o wsTe

N Ra oH N

«-——-~§A
L\\ ~\Jl - II/

«...... 1
CI Ct I?Ot{

N

va; P.S., Biochenistry 4, 7. (1965).

—

‘enfriade en hielo y neutrazliza=ca ccn dOL»

cicnada. EZ1 producto &s racriatalizado en o

Al

con scebona. Crigtezles incoloros, Rendimient

p.fe 27483 uv (HZO, pH 5,5), }\max 250 nu,

Se usiliné el misodo de SchaeffeXs

Hojn nam 19

\

cﬁ;"“"Cchq

tanol ¥ o1

Oy 1 &

Hedo ¥ Bhiorgz

Cd Rrozictilenurie
Se affadié lertensnie 6-clovo=g-LidrOiifuli-puri

n&, 11T (4 g), a ¥alil K (30 nl) noderadanente CxiLlente ¥ sg

cético glacial.

Despubs de filtracién, se elininen porciones de III no reag

avedo

(2855
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IEI0DO B
9~(1~hidroxi=2-propil)-~G-yodopurina (NEI 15,427)

cL /‘. T

4 N H1 N N
(0 00
N TN~T . 710 \\n N

. cH - S cn

// N

A r o, o{
H,E .ci,o .

,  Se efiadib 9-(1-hidroxi-2-propil)-6-cloropurina
(I, 15 g, 7 nilimoles) & dcido yodhidrico (15 ml) a -)Ce
con agitacién durante 45 minutoé; El preeipitado fué fil~

trado, neutralivado con acetato de sodio axnkidro a 52, y

-levado con un poco de agva fria (3 veces). La recristali-

" zacién en etanoL/HZO, dié cristeles incoloros. Rendimien~

to = 0,9 g (42%) p.f. = 193-1042 uv ) max 276 mm (H,0,
pH 5,5).

Anal, Cale, para Cgllgii4OT  Peso molecular = 304.1
¢, 31,60; H, 2,98; Ny 18,435 I, 41,73.

H, 2,96; ¥, 18,18; I, 41,70,

Encontradot C, 31,5]
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MEZCDO_T
9-(1-nidroxi-2-provano)-G-cloropurine (EP? 15.423)
e " .
{ . : ol
3 N N :
2 2 3 deass
N7 [ W% N,
. - o [ . ¥ ol
k\N e + Cli,~C1i~CH, OH y k‘ | -
N7 Sum )
.c
- I . i
c ’// Hlc
Y cnon
L 2

L i,C CliOH 7

‘So utilizé ol método de Seh waeffer, H.d. ¥y Schven~
der, Co¥., J. ilod. Chom. 17, 6 (1974).

Una solucién de S5--amino-4,6- lelOTOD'JlﬂlQiﬁm
(I, 6,56 g, 40 milimoles) y 2-amino-l-propanocl (II, 3,3 g,
44 milimoles) se puso a reflujo en n-pentanol (288 ml)'y
for.~hutileming (96 ml) durente 45 horas bajo atmbsfera de
fy. La golucibn fué evaporads pare former un jarabe y se
aiindid e e-ol 4 veces y se ovapovéo El jarabe resultante
fuc suspendido en O““OfOTMLaGO trietilico (150 al) y éeim
do etanosulfénico (10 gotes). Le suspensién fué agitada Vi
gorcsam nte durante la noche, luego eveporads hasie seque-

dady se efiodit etendl, y esta oper&oiéﬂ fué repatida tres

.
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veces. Una cristalizaclién de uﬁ'producto incoloro sc pro-~
duce durantos la’evaporacién. Log crigbtales fueron filtra~
deg, y el filtrado fué evaporadc, se ailadid etenocl y esta
operacién se repitid tres veces para dar un material bru-
50 (3,6 &) |

Se recristalizé en etenol ecuowso al 984, uv
(II2
2,79 G (32115% . -

&gg&.~08H9N4OCl. Calc. C, 45,203 H, 4,263
X, 26,363 Cl, 16,68, Enc.t O, 45,11; H, 4.27; &, 26,25;
Cl, 16,70, '

C, ol 5,5) A max 265 nm; p.f. 201-2032; rendimiento

METCDC G-

9-(1l-hidrexi-2-pronil)-adenina (XPT 15.433)

. //EHZ
' N
Ny, /MeCH -~
N
3 e \\
e——— - \7
130 NS N
3 . l
/CH
cn3 : CH 20:!

Se utilizé el mbtedo de Schaeifer, H. § Schwen-

der, G., J. Pharm. Sci., 60, 1204 (1971). También Schaelfey

AT e ¥ Pt s S b S o s
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| 9—(l~hidro: ti~2~propil)-lipozantina (ITPL 15.A43)

416 nitrite do sodio (4.g, 58 milinmoleg) y la mezcla s¢

flojn niy 23

¥ otrog., J. iod. Chem. 15, 456 (1972),

Se sugpcendid (l-hlclro...'.-2~prop¢l)-o-cloronu—-

™

ring (I, 2,0 g, 9,4 miiizoles) en metanol/amoniaco (30 =l),
se afiadié cloruro de amonio (50 mg) como un catalizador y

se calenté la meszcla a 1302 durante 4,5 horag; la solucidn
fué evanorada hasta sequedad. La reeristalizacién eu-cte-

a

nol del producto bruto obtenido 4id egujas incoloras. Ren—

dimiento 1,15 g (637%) p.f. =-215-216° uv (E,Cy- pH 5,5)

l nax 26C nm

MER0D0 H

NHZ

B.C CH. Gl ) —
3 2 . H.C. CH.OH

T . T oIx
Se disolvibé 9-(l-hidroxi-2-propil)-adenina (I,

4 gy 21 milimoles) en deido acébtico al 50% (20 ml), se afia

agit6 & 25¢C gurante 3% horas. La solucién fué evaporada
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Compuasto RPT 15,417

Hojn nfun, 24

dos vecag hasta sequedad cen isoprovenol. EL radeuo Tué
recogido en igopronpencl y filtrado, ¢l precipitvado fué do-

sochedo, y el filtrado fud ovaporado para former un gel qud

i

solidificé, después de la edicién de acetona. Rondimicnto
= 3,65 g (90;2) de cristales incoloros. Se recris tallzé en
isopropancl/metanol (98:2). p.f. = 202-207¢ CGCD en
CHCLy: HeOH (5:1) 1 mencha Ry = 0,30 uv (Hy0, pH 5 5) =
= ],max 250 nm, '

T

1ER0D0 I .

Se utilizé el método de Schaefior y otros, Jeour-
nal of Pharmaceutical Sciences 16:1204~121C, método F,
El producto es el compuesto L en la tablg IIX

de Scheeflfer y ofros.

 IBIODO J
Eri10-9~(2-hidroxi~3-nonil )hipoxantine (NPT 15.392)

Un boscuejo de la sucesidén de ninbeﬂis parae la
preparacién de eritro~9 (2~hldrox1-3~nonll)hlpoAant¢na
(nonilhipozentine, VIII) se muestrs en los esquemas de <lu
jo 1y 2. Se indican las mejoras con respecto al método de
H.J.Schaeffer y C.F. Schwender, J. Med. Chem, 17, 6 (1274)
en la sucesién de remccionos que conduce & la eritro~9~(2§ .

~hidroxi-3-nonil)-6~cloropuring. La ¢ltima etapa, la hidré~
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v

informaron 4. Giner-Sorolla, C. Gryte, A Dendich y G.G,

| Bogguejo de la sintecis de eriitro-0-(2-hidroxi-3-nonil)-hi-

tiojn m‘:m.ESA

ligis del derivado de 6~cloropurina (VII), para rendir no-

nilkipoxentine (VIII) es wna adopiacidn del métod del gue

Brown, J. Org, Chem. 34, 2157 (1962) para la hidrélisis de
halogenropurinas. T
La via alt rnativa, es dscir ls niﬁrosaoiénfdé
eritro~8-(2-hidroxi-3-nonil)-adenina (BE4) (LX), pai@lre&_
dir nonilhipoxantine (VIII) (mostrado en el esquena de fln

1

(6]

jo 2) consisie en le pravia conversién por emonélisis3d
derivado clorado (VIL) en la aminopurina (I, BHEA) sOna1~

do por

0

v nitrosacidn pa ra rnnuxr nonilhipoz wnuma ("" )s

ESQUENE DB FLUJC L

A

poxanting (VIII).

Etepa 1 Acetamidononan—~2-ona (II)

Acilacién de dcido 2-amino-octanoico

(CH CO)ZO
3 [CII ZJ 5 £ Cll= COOH ey CI’"- [cu, ] CIIﬁ“mCOCHB
) 70%
. - %\‘H2 - .- _ NHz.
I II
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dimiento)

Etana 4 Eritro- 5~ammno~ﬁ~clovo~o-(2 hldr01l~3~rcnll mino )

tojn nﬁm.'26 |

Btapa 2 Clorhidrato de scetamidononan-2-onz (III)

Pormacidén del clorhidrato de acetamidononan~2-one

et T ol e HEE S oy et COGT
CH [CH)]r CH COCH3 679 CH3 {CH2]5 Cll COCIB

[ T g
ng : NH, -HCL . h

TIT R . ITI

Etapa 3 Eritro-3-amino-~2-nonenol (IV)

[

Reduccién del clorhidrate de acetamidononan~2-ons

KBY,, ’ '
— 4y At e O O (1]
CHz— - [en ¥ ' CH COC”s; o [Cl,] g CH—CH--CIi,,
NI, cHCL s S NH, OH
11T ‘ ; N

(los datos por debajo de las flachas se refisren a % de rer]

pirimidina (VI).
Condénsacién de eritro-3-amino~2-nonancl con S-amino-4,6-

~dicloropirinidina.
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tloje niom. 2?

cl - Cll, ClL
[CH, ) )
A ls 5 I NH,,
l +CH—NH, % | b
l 2 _ b&r 4 k .
l\N cl cion ‘ \‘N NH ]
, CH
CHy s
CHB“-*-* [CﬂzJ 5 '(I‘HOH
. 2 CH3
VoW Do
Etovs 5 Eritro-—9-(2~llidro>:i-~3~nonil)-—6—-cloropurinaz(VII).

Ciarrg de anillo de eritro-5-2mino=-4-cloro-6~(2-hidrogie

~3-nonilanino)-piriznidina (V)

4 My (oo 0).CH

N (Collg O) 4 ;
100%
K\N ~ T hE
-

: CH .

» CHy—— [CH,]g - CHOI

Cy—ICH) s thon - . L

DRl
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Bhann 6 Eritr0m9~(2~hidroxim3énonil)hiroxs“tlna (XIII)

(Por hidrélisis del derivade de 6-cloropurine)

O

1
N/ | >
1006 ,

cn . \ L

. / cn “

Chz~[CH,]. CHOH , HOH
3els [CHylg ? oh
G ///’/_ CHy -

CHi, : |

VII VIII .

BESQUEIA DE TLUJO 2

Vi° eltefnqt1V° paps la preparacién de eritro~9-(2-hidro~

¥im~3enenil)-hinoxenting (VIII)

Btapa 1 a. Eritro~9-(2-hidroxi~3-ncnil)adenina. (IZ)

dmondlisis de pritro~O-(2-hidroxi~3-nonil)-6~cloropuring

(viI)

L A WA Ak % S o St ekt et e e S Mty ¢ e b Sehs o cen et w4 4w — aranae®e

P
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1

Haju . 29

CR

Clis— [CH ™
CigICHyls o cuz—(cu,)s  CHOH

cH 3

VII. . o oI

Etana 2b, Eritr0*9~(2~hidroxi—3~nonil)hipoxantina (VIII)

fitrogacidn de eritro~9-(2-hidroxi-3-nenil)adenine (IKf

Ng, iﬂ B
N
N IR o, N %j: N\
. e}
N 5% ’ >
L\\N . 75% LQq W
A R N |
CH B . CH
CHz—— [CH ] Nettor CHT [, ] \\b
3 5 CHOH yIcu,l, ,HOH

- CHg . . CHy

X _ R ,vIiz
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'LS:-ACJJ.L‘ AIDOIORAL =2~01A (TIT)
(CH5CO) )
Cilg—[Cl, ) g~ CH~— COOH ~———— Cliz— [CH, 3“‘"CH‘“'CO‘H3
70% .
NI, ' - NI,
I II

Una mezcla do é01do ?~an1no-l-oo anoico (I, 200 g, l;éé'mg
les) en anhfdrido de &cido acébico (960 ml) y piridiﬁé:
(640 ml) fué calantada sobre un bafio de agua hirviendé“&u—
rante 4 heres. La mezcla de reaccibén fué evaporada en va-
cfo y el residuo fud revartido 6-8 vec:zs entve soluéi&ﬁ'
acnosa al Sp de NaLCO (4CO ml) ¥ dter (400 ml). Los e

tos etéreos combinzdos fueron secedos con mg004 anhldro Y
evaporados hasta sequedad para dar 3~acetamldononan—u~ona

bruta, 154 & (70w)

CLORHIDRATO DB 3-AMIK0-2-ECIATCLA (Illl

i , HC1 '
Cliz— [Cliy )z~ CH~—COCliy 67%~§ Chgz— [CHZJ cn—~—coc“3
i | | Ny HCL

I P 111
: Elﬂﬁfbductb'fruto (II) obtenido en la oééracién
precedente (154 g) fué disuelto en HCLl acuoso concontrado
(1.540 ml) y puasto a reflujo durante 2 horas y luego eva-

porado hasta sequedad en vacio. 21 s61ido resultante fud
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| no blenco, v.f. 1122, descomposicibn. -

) {Tejn ovun. ﬁl

rocrigtalizado on una solucidn.acderadarente caliente en

Et0H (etenol) (200 ml) y lusgo enfriado a 259. 4 esta so-

lucién se afiadld dter (600 ml), Aparece wn precipitado oris

talino blanco; lo suspensidén es mantenida o 58 durante la
noche, El precipitado es recogido y lavado con éter (uxs

vez con 100 al) para der 125 g (67.) de-producto crisiali-

Si ol maverial cristalino no fuese blenco o @h—
viera wn punto de fusién mds tajo, dsberia ser recrist mli”
zado con carbén orgfnico en Yetrahidroin "ﬂno; Pn uas reps~
ticién de csbe método se vwhilizaron 150 ml de tetrshidro-
furano poy 1CC g'del clorhidfato (311) bruto.

ERITR O-%—A"LV0—2~ ICEAKOL (IV)

KB, .
\ v AY o (VL] s own {7
clig— [Cliz]‘r-——'(i /cocn3 " Cily~ [CH,) s CH—CH~ CH,
an_'ucl S oF
IIL . R A A

Se digolvid c].orhidre.ﬁo de 3—a:nmo~2-nonan61 (43,8 g,'
0,226 moles) en metanol absolubo (150 nl) y se enfrif a
~ 10¢ en un vefio de hielo y gal, 1/ o afiadié borohidruro
de potasio (24,4 g} 0,45 moles) 2/ en pequefias vorcionzs
durante un pefioﬁor§e 2-3 hores., Tuego la mezcla fué man-

.
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I
i
|

tenide @ -10 hasta =152 durante 3 horas 3,4/ ¥ se dejé
1leger lentamerte a temperatura embiente (222), luego se
agité durente la noche (20 horas) a teé;eratura ambiente.
Luego la mezcla fud evasorada hasta sequedad (jerabe) en
vaclo y revartids entre H,0 (iSO ml) y clovoiormo (15?“m1)'
La capa en H,0 fud extraida adicionalmento (3 veces)1§§n'
cloroiormo (100 ml cada vez). La capa en clorofiormo fué
seczda con HgSO4 ¥ evapofada en vecio para dar un prdddéu
t0 olsoso, ligeramente amarillento. Este liguido fué‘éés~
$ilado en alto vacié a 95-1002 (0,15 ma de Eg) paraiééf'
eritro-3-amino~2-nonanol puro, 26,4 g, rendimiento 757,
p.f. B1-562, | B
1.~ Degpués de enfriar ia solucidén ds IIT, pre-
qipité algo de material; csto no ticne ningin efecio sobre
el resultado de Ia ieacCién._ '
2.~ En este punto, el presente método difiere del
nétodo de Schzeffer y otros.Schaéffer afiade 4cido acético
al mismo tiempo Que borohidruro potésico (=KBH4), mante-
nizndo el pH & 5-6. Se ha encontrado que la neutralizacién
implica perdida de KBH4 y.que se tolera wn pH pof encinma
de 5. s importaﬁte es el hecho de que la simulténea'adi-
cibn de 4cide acdtico & KBH4 (tal como ﬁropone Schaeffer)
hace muy dificil Qe controlar la reaccidn. La temperatura
sube considerablements y se producen pérdides de rendimien

to y/o celidad del producto,
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3.~ Se recomienda wtilizar wia egitacidn eficasz
para asegwrar le reaccidén awropiada, que csbord completa~
da cuando hayen desaparccido todos los‘pzqueﬁos terrones
¥y porciones de borohidruro de POTAS10.
4o~ El enfriamiento & 09, tal como describéﬂx"
' Schaeffer y otros (método Dy linca 4 y siguientes) es{iﬁm
suficionte. Congtituye una mejore el mentener la reace Lén
bicn por debajo de 0% lo’mejor os mantenarla DO debajo
de -102 en todc momento. Si se deja que la uavafstuPa pa
se ror encima de -10%, puede revultar ung pérdids vqs?aan

clal de rendimiento.

ERTITRO~5-A7T170~4~C1.0 ‘7(,‘-9-(2—«“7"0%0 T -
~3-ECE tL,f::z,[Ho)Plrn"zmr,, (vI) v

wi,, // ~ ) NH

2

* (,H3"[C112] = Cl~ cl:H ci 35 I\‘ o
. 1 ; [ ) h 5

O.
g. . - NI’I2

: . h . Q/CH
F CHy— [CH,] ¢ (I:HOH

L ' o cii,
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Se preparé con agitacién a 252 una me#cla de 4,6~dicloro-

~S-aminopirimidine (V, 24,6 g, 0,15 moles) y eritro-3J-ami-|

no-2-nonanol (IV, 26,2 g, 0,164 moles) en l-pentanol

(1,080 ml) y tributilamina (350 ml). La suspensidén resule
tante fud celentada & reflujo bajo atmésfera de nitrbégeno
durante 28 Qpraé (tuvo lugar disolucién en aproximada%énte

~

v hora). En este momento, une mucstra del producto dé ‘reag

cién menifesté wn uv Amax 267 y 297 nm (H,0, pH 5,50

La solucién rosultante fdé concentrada en un ‘bg~
fio de agne caliente & una presién de 10 mm Hg para formar
wn jarabe y lusgo evaporada adicionalmente en un baiio de
gceite 2 0,1 m y 1002 para rendir un liguido viscoso al
qQue s3 ﬁﬁadié n-hexzano (450 ml). Lo mezcla fué puesta a re
flujo'durantc 1 horzy ¥ la porcidn sobrenadante en hexano,

emarillente y calicnte, fué separada del liguido en el fon

do del matraz de fondo redondo.

El aceite de'color pardo claro resultante, del
gre se elimind cualquier'cantidad de hexaﬁo residual, fué
evaporado en vacilo y disuelto en'clorofprmo (15C nl), Esta
golucién en cloroformo fué extraida 8 veces con wuna solu-
cién'acuosa saturada de FafiCO, (250 ml cada vez). La éapa
en claoforno fué luego separada, secada (con suifato de ég
dio o magnesio) y evaporade bejo alto vacfo (0,1 mm Hg) a
40¢ (vefio de agua) para dar un acoite de color pardo claro

que solidificé al enfrier. Este material pvede ser-utilize
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do directanentc en lo sirniente etopz o purificzdo cono si
gues el scelbe resultante ful &isuelto en T5-10C ml de clg
roforno y se afiadié n~hexsno (uDrOIl“IO“meﬁb 3C0 ml) pera
Separar por nrecipitacién un s6lido cristalino u]anco que

fué Liltrado desdo la solu016n enfriads. (la ex uraculén as

lleve a cabo 4-8voces, haste que ya no se desp rende aioxiw

do de carbeno)e. Zsie tratamiento fué repstido dos veces
nés. Rendimiento: 23,3 g ()4,) uy hmax 267, 297 (1 o0y
5’5) p«i'- l3"‘llUg.

et

pl

ERITROwO~( 2=TIDAOY T} -T0RIT )~

~6-CLORQPURTEA (VII) -

Cl ' v

!
! ) NH
i 1
! N (ocmshcn kj:‘v\>
L\\ N 100% M N
' cn\
Ciy—— [CHy)y CHOH e ICh2]5 _ c{noa
CH, | . CHy
R : VIT
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El jarabs brato procedente de la operacidén pre-

cedente, que congiste en eritro-5-amino-4-cloro~6-(2-hidro

xi~3~nonilamino)oirimidina (11,48 g, 40 nilinoles) fué di-

suelto en ortoformiato trietf{lico (106 nl) y se afiedié

cloroformo (34 ml) y 4cido etenosulfénico (10 gotas) pafa

B

efectuar disolucién. Después de reposar dvrante la roche
a 259, la solucidn fué evaporada en vacio para formar un

jerabe, Rendinmionto 11,7 g (cvantitativo). Bste jarabe, qua

consistia en eritro-9~(2-aidroxi-3-nonil)-G~cloropuring

(VII) bruta fué wtilizedo en la siguiente etapa. A nay

264 nm,
B TPROw0 - ( 2~HIDRONT~3~ICI I )~
HIPONALDINA (VIII)
(Por hidrélisis del derivado de g~-cloropuring)

o1 | : /jn . |
J
' :> N = I N

Y [ '

cn : //cn

Cpi g [CHyl 5 CHOH L ICH, ) CHon

CHy_
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era homogéneo por cromatogrefie en papel (3 disolventes)'y

) {Tofn nowm. 57

Une sugpensién de eritro-6-cloro-gw~( 2-hidroxi-
~3-nonil)ourina (VII, 4,0 g,y 13,4 milimoles) en KolH
0,5 & (40 ml) fué puests a réflujo durente 2 horas y en-
friada. Da neutralizacibn con dcido acdiico glacial y el
enfrignicnto dieron un precipitedo cristaline de eriﬁ%&r
-9~(2—hidr§xiw3~nonil)hipoxantina (VIII) que fué filtfé&o
¥y secado. Rendiniento: 3,8 g (cvantitativo), p.f. 19691
uv Anax (pH 5,5) 251 nm, e

El producto bruto (VIIIL) obbtenido de aste mudo

dié resuliedo nesztivo en el ensayo en cuanto a CL™ {adam-

bre de cobre y llama; fusién de sodio, acidificecidn y ai~-|

trato de plaiz).
Ta reoristalizacién de une muestre del nmaterial’

bruto, efectuada 3 veces en etanol acuwose (véase purifica-

‘ci6n) 4i6 cristeles incoloros. pef. 2022, Calc. para

Cy4Hp8,0, (VIII): ¢, 60,415 H, 7,97; N, 20,13, Encontra-
do: C, 60,47; H, 7,865 N, 20,08,

PURIFTICACIOR DB

ERIPRO~G~( 2-HIDROXTL~3-KONIL ) ~ETPOEsL LA (VIIT)

poientBE e St

La nonil-hipoxantina (VIII) brute es purificsd

por recristalizacién. El maierial bruio es disuelto por cg

lenteniento en aproximedamente 6-10 veces su peso de alco-

hol etilico, y luega se afiade un voluwen igual de HQO. Lg

RN P
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solucidn 28 tratada con cerbén orgéuico en un matraz
meyer, y filtrada e través de Celitc mientres cstd calicn~

te. La solucidn es cevaporada con agitacién continua sobre.

una placa callente. Se afiade agua on pequefias porciones pg

ra reemplazar el voluuwen evaperado hasta que eparece un
precipitado abundente, Se manticne la evaporacidn del.dl~
solvente para eliminar todo el alcohol etilico, mientras

s2 alizde repetidanente H20 hagte alcenzar un volumen oa

8-12 veces el peso de material. La pérdida ae-mawerlal_ps

de eproximnadamentz 104 por cada recristalizacidn. Dos .xa-
cristalizacicnes awa:ntaron el punto de fugibn a 202¢ y
dieron un preducto cristalino incoloro, mientras que el me

terial bruto era algo amarillo o rosa y fundia = 1922,

ERITRC~G = ( 2-EIDRONT ~3-HOKIL ) -ADRNTIA . HCL (IX)
c1 .‘ : N”z
NH31 \
k
“HC1
cn ///,
CH— [CHL). CHOH cn-¥—[cn 1 cron
CHy ' :
Cli
VI o ‘ A

Erlen
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Lia critro~9—(2~hidroxi-3~ﬂcnil)~6~cloropurina
(VII) oleosa bruta (6,15 g) procedente de las preparacio-
nes preccdentes, es disuelta en smonilaco metanblico gatu-
rado (3C0 ml) y clorkro de amonio (L g) a 80-~1008 durqnte

1 hore en un tubo«bowa de acero inoxidzble (Parr Ing?ru»

o

ments). Des pu de enfrisr, la solucién fué evanorada hos-

-2

7
ta sequedad en vacio. Se aﬁadié metanol y se evapord de

| nueve (3 veces) pera eliminar el exceso de smonizco.

El residuo siruposo fué aLvuelto en a1conol 2e-~

v

tilico abgsoluto, y se borboted LOLl pgaseoso seco, Daﬁbﬁnleﬁ

do la temperstura por debzjo de-202 (con ua befio de hiéw

lo/ague. Después de hacer pasar ICL durﬂnv bora,.lm mez

- s

cla fué enfriade a 52. El precipitsdo fué recogido a tre—
vés de un cmbudo de vidrio sinterizado, lavado con alcolkol

metilico frio y secado en aire. Rendimiento o,O g (925)

pefs L73-175¢ desc, uv Amex 260 nn (en E,0, pH 5:5)

VIA ALPERFATIVA ‘Padh TA PREPARACION DE

" ERIPRO~O~( 2~HISR0HKT~3-FORIL ) ~EIR0SANR TEA (VIIX)

(por dsseminacién de VII)
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NI, " or
. NaNo,
N “ N NZ N,
1 L D :
K AcOl; N HCL ~ ’ C
. N . ‘ -, N ' . .
. CH . cH RN
o L =
CHz— [Ci,] g CI)HOH o Ciy—[CH,lg CHOR
| s e, | ciy
VIir . : VIiX

NS

Se afiadid lensemente nitrito de sodio (5,6 g,

71 milimoles) e una solucién de eritro-9-(2-hidroxi~3-no-

I nil)-adenina (IZ, 4,0 g, 14 milimoles) en dcido acético

el 503% (20 ml) y HCL ¥ (3,2 ml) a 252 con agitacién, ILe

mezcla fué agitade durante 2 horas a 259, Degpués de este

tiemno, se vigildé el espectro uv, Cuexdo el uv Amsx lle-
. D0y a 3T
‘g6 a 250 nu1, la solucién fue neubralizada con FaOH 2 K,

El precipitado resultante fué filtrado y lavado con H,0.

Rendiniento = 3,03 g (T5%) p.f. = 195¢,.

Una muestra analitica fué recristelizade (3 ve-
ces) en agua, rindiendo wn producto de p.f. 202¢, Anéi.
Cale, para’014H22N402: ¢, 60,405 X, 7,965 X,20,13.
Encontrzdo: €, 60,40; E, 7,905 N, 20,12,
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Compuesto NPT 15.426
Se ubilizé ol método de H J. Schaefd

Schwender, J. Meds Chem. L7:6 (1974).

et o

MENCD0_L 3 -
Preparacién de HPT 15.410 .
0,1 milimoles de ¢-(2-hidrox L~3~ron_“)~o—u1'“o~
xi~purina, XP? 15.392 (27,9 mg) y 0,3 milimeles de 4e{ 200

tilanino)benzoato de 2~hidroxipropil, Gimatilamonio. {IUPe

e

PacBa) (77,1 mﬂ) fueron vesados con exactitud y disteitos
en 105 ml Ge carbonato de sodio (ha2003) al 0,25% pare r 9y
dir una solucién 2l 0,15 de HPP 15,410 (el comnues e oy

nado o perbir de NPT 15.392 y (DIP.PAcBA) en une relecién’
molar de 1:3).

Evidencin 6e formpoibn de comnlejo

Egtudios de solubilidad de fases llevados a csko
con KPL 15,392 y DIP*PAcBi demue stron que el NPT 15.39é
4$iene solubilidad acrecentzdaz on concentraciocnss crecizn-
tes de DIE‘PAcBA, cn condicicnes de vl constante. Zgbo eg
indizativo de que ge prodlco una intefaocién en solucidn -
para rendir vn complejo.

L En lugar de la velacién molar de 1:3 (K21 15,300
¥ DIP® ?ﬂCBw), so forman otros comnchou utilizendo relscio-

nes molares de l:l y L1:10.
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Lo actividad antivirica se muestra en lag tablas

TABLA 2
Inhibicién de reproduccién de virug de influvenzg

por 9-(hidroxialcohil)purinas.

‘3 $ (¥)5 Oépe de Virvg Influenzad
ot USSR/20 (1 ;)

‘ 2

HC=-CH—R

R* C“H
Gom T Eo el |
%§§€; Compuegto tracidn L o eom4~
say0- puesto de engayo ;
. | & Blxly A0 | 10-100 | 2100
15425 | H H o |- - - -
15426 | H | H | of |DIp-PRCEA| - - -
15435 | H H SH | - 50 10
15437 | H H SH |DIP-PACEA 65 65
15446 | H |CH, | GH| - 2 0 0
15447 | H | CHy | OH |DIP-PACEA 10 26 34
15431 | H | CHy |NHy | - 22 0
15432 | H | CHy | NH, | DIP-PACEA 48 - 62
15427 | CHy | H 1 -
15423 | CH, | H cLl| - 2 13 6
15433 |cHy | H | MH, | - 32 0
15434 | CHy | H | My DIP-PACBA | 4l 62
15443 | CH, | H ol - 0 0
15444 |CHy | B | CH|DIP-PACEA 44 54
15417 [csﬂm H OH| - 18 58 60
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TABLA 2 (cont.)
Compueg, A
to de
ensayo | ; 2 _

1 No. R R X Y <10 10-100  »100
15418 1Cefy3 ) ! om |pre-pacma |16 | 46 52 |
15392 | C.H, } 'CHB. OH - 86 | 100 100
15410 | C.Hy4 | CHy | OH |DIP-PACEA - | 58 96 96
15426 | CH o | CHy ¢ NH,| = 50 96 100
15110 | - - - |DIP-PACBA | 0 0 20

TABLA 3
Inhibicién de reprodu_tcoién' de virus de herpes . ..

por 9-(hidroxialcohil)purinas

> : (¥) 5
|

HC - CH - R

I, | .
Rl o):§
. Compuesto b?laca.s (UPF) ’Po:r-ceg_
D Bnsayo|Tea- | 0298 do
1 2 ’15-13§ $igo |iphibi
NPT No. | R R X I Y g/m.L & cidn
. | 98s
15382 C6Hl3 CH3 CH - .
115417 C6H13 Cl4 oH
15418 C6H13 H OH| DIP*PACBA
15410 Ccly 5 H | OH|pIP-PACBA | 98s .
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N tos de cobaya pueden ser adsorbidos junto a la éuperﬁigie
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ACTIVIDAD BIOLOGICA
Métodos

ACTIVIDAD ANTI-INFLUEKZA = (EXPERI~
MENTO DE_HEMOADSORCION) |

Despuds de infeccién de una monocape de células

de cultivo de tejidos por virus de influenza, la supe}fi—

cie de lag células es alterada de manera tal que eritroci-

de lescélulas, El nimero de focos de células adsorbidas
(unldades formadoras de focos de hemoadsorcién UFFHA) es
una mndlda cuantvitativa de la infectividad. El método e
como sigus. .

. Leg monocapas fueron subcultivadas de la siguieg
te manera: el medio fué trasegado, y la monocapa fué lava~
da dos veces con aproximedamente 50 ml por lavado de solu-
cién saliha tamponada con fogfato (PBS) exenta de calelo ¥y
megnesio (GIBCO #419) a un pH de 7,2, Se afiadié a 372 1 ml
de solucién de tripsina~EDTA (GIBCO #530 ) que contenia
0,5 g de tripsine (1:250) y 2,0 g de EDIA/litro de Solucién
Salina Modificada de Puck A o cada matraz y sé dispersé so-| .
bre la monocapa con suave agitagién. Tuego los metraces
fueron colocados en una ipcubadofa a‘3790 Qurante aproximg-
damente 3-3 minutos dependiendo del tiempo requerido para
desalojar las células. Se requirié una asgitacién ocasional.

Se efiadieron a cads metraz 10 ml de medio de cultivo y les
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células fueron dispersadag asplrendo y expulgando luego 1la]

sugpensién desde la pipeta. DLos contenidos de una serie ds

de 3.ml por pozo; la suspensibén de cultivo de.células (1 mL)

-
Holn num, Ll’) .

matraces fueron reunidos y las células en la suspengién fug
ron diluidas con medio de cultivo & 7-8,5 x 10% célules/ml,
El medio de cultivo consiétia en la siguiente composicions
Medio Esencial Minimo Eaglés (MEM) con salss de Earls:y-tap
pén HEPES (GIBCO #236) suplementado efiediendo las siguier
Yes sustancias, tal como se especifican, g 87 ml de 333}
10 ml de suero de ternero fetal (PCS~GIBCO - .
#614HI) ' ’- |
1 mi de L~glutemina (GIBCO #503 Moler) -
1 ml de clorotetraciclina (5000 g/ml) GIBCO1#528)
1 m1 de mezcle de 10,000 wunidades penlCllln ’
l0.000_unldhdes de estreptomicina y 10,000
vnidades de neomicina (PSKE-GIBCO #564)
Las células fueron subcultivadas dentro de ban-
dejas de cultiﬁo de tejidos Limbre. Las bandejas consis~

tian en 24 pozogs de fondo plano cada uno con una capacidad

fué afiadida a cada pozo;

Al dia siguiente el medio fué retirado y reempla-
zado por medio de cultivo de'nueQa aportacién. las monoca-
pas fueron utilizadas.para eﬁperimentacién cuando alcanza-~

‘ron un estado en el que eran. casi confluentes (aproximada—

mente 3-4 dias). .
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Cuando los cultivos de célulag Helg en bandejas
Limbro egtaban dispuestos pare experimentacidén (véanse
cédlules), ol medio fud decantado y se afladié 1 ml, de medid
de mantenimiento (MEM con FCS reducido & 3%) que contenia
el compuestd que,esﬁaba éiendo ensayado en una concentra-
cién establecida, a 4 cultivos de repeticién o reprodne-
cién dentro de una bandeja.. | .

Se utilizaron una serie de diferentes'concep#ra-
ciones de droga que oscilaban en 2,3 y 150 g/ml. Se utili=~
z6 medio de mantenimisnto por si solo para cultivos teghi-
éo. Despuds de la administraclén de droga y medio-test;go,'
se afladieron 0,1 ml de la suspensién de virus diluida a-
grupos experimentales y a grupos testigo infectadoé.~Se:aﬁg
dié solucién saliné sola a.cultivoé testigo no infectadog.
Las bandejas Limbro fueron incubadas luego a‘3790 durante
18 horas,xdespués de lo cval se aspiré medio en todos los
grupos. Cade cultivo fué lavaedo una vez con PBS. La solu~
cién ﬂaiina fué aspirade y se afladieron 0,5 ml de uns sug-
pensibén: de células sanguineas rojés derobaya'al 0,4% v/v
en PBS a cada pozo de cultivo. Los cultivos permanecieron
e temperatura ambiente duraﬁfe 30 minutos después de lo
cual el medio fué decantado y el cultivo fué lavado 2 ve~
ces con PBS para eliminar la totalidad de las célulasg ro-~
jas excepto las especificamente fijadas. Después del tercer

lavado, se afiadié & todos los cultivos medio de.mantehimieg

— ey
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Una pieza oculer de Micrémetro Howard (C8385)
fué inserteda dentro del ocular de un microscopio de con-
tragte de fasevinVQrtida'Nikon. Cade cultivo fué prlora~
do por wn objetivo de papel bajo de 4 aumentos ¥ sé efe g
tuaron recuentos directos de células 1o jas hemoads orblﬂao
vtilizando la regllla de pieza ocular como un marcador Jde
c“mpos. Se recontaron campos parclalepvo completos pox ca-~
da grupo experimsntal depenéiendo del nimero vy densiééé'rgk
sultantes de células hemosdsorbidas en los cultivos ﬁeéti-i
£0 infectados. Se escogieron sumentos de 60x 6 150x para
obtener lag mejores condlclones con el fin de contar las
células hemoadsorbides. Se calcularon factores de campcs
para recontar ls hemoadsorcién a 60x y 150x., Con un aumen7,

to de 60x se calculé el recuento total de campos utilizen-|

do vn factor de mulblpllcaCLGn de 55,5. Con un sumento de

-150x% el factor de nult1p1109016n fué 273. Los factores de

multiplicacién de 55,5 y 273 representan el mimero total

de campos con avmentos de 60x y lSOx,»respectivamente. Bl
némero de campos recontados oscilaba de 3 a 5 por pozo con
3 a 4 pozos por grupo de tratamiento empleado (véanse ta~
blag de datos aproximados en la seccién de resulitados en

cuanto él nimero de campos exeminados). Se calcularon erro
res mediog y tipicos y los datos fueron evaluados utilizan

do ol andlisis de enseyo t de estudiante (Student).
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virng fué hecho pasar dos veces s través de monocapas de
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ACTIVIDAD BIOLOGICA } ‘
"AGTIVIDAD ANTI-HERPES - (EXPERIMENTO DE PLACAS)

La infeccién de células de cultivo de tejidos
por virus de herpes provoce la lisig de células. Después
de un perioéo de tiempo estes célulag lisadas son visugli-
zadas como une mindsoula zona clara (place) sobre unazba—
pe de células., La incorporacién de una sustancia de ensayo
en log medios reducird el némero de placas si este sustan-~
cia es capaz de evitar reproduccién de viius, El métodbhes

como sigue: . e

MATERIALES Y LETODOS
Virus ' '

Se empleb herpes hominig tipo 2, adquirido de

American Type Culture Collection (ATCC), Bethesda, Maryland,

ATGC‘Z$VR'54O, Lote 3D.Le suspensibén de virus lipotilizada
fué reconstituida con 1 ml. de agua destilada estéril. El

céluias HeLa. les porciones sobrenadantes de cultivo de to-
jido fueron reunidas, éntregadas en porciones alicuotgs de
1 ml, y almacenadas a ~T702C, Se encontfé que la concentre-
cién de esta suspensgién de reserva - trabajo ers de 10™4

DICTsO/O,l ml (incubacién durante 2 dfas).

e o A TAS O + 4 T & D ALY Sreat AN s e s
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Exnerimento de vplace de virus de herpes

Células Vero on fege de crecimiento logaritmico
fueron subcultivadas en una-concentracién de 1 x 107 célu—-
lag/ml en matraces Falcon de 50 ml en Medio Esencial Mini-
mo de Eagle (IEY) suplementado con suero de ternero feb al
al 107 (PCS) y antibidticos. Los medios fueron cambiados
al dla siguiente de la plantacién. Las monocapas de Vero
alcanzaron confluencia en él segundo dla después de ‘g pl 1)
facién y con lag células en fase logaritmica los cultivos
fueron utilizados para el experimeﬁto de placas.

Tos medios de cultivo fueron trasegados y las.
monocapes fusron lavadas una vez Gon solucién salina'tampg

nade .con fosfato (PBS). Se prepararon variss dilucicnes
diferentes de ls suspensién de virus de reserva - trabajo
¥y cada matraz de,cdltivo fud infectado con 0,5 ml de una dg
lag diluciones de virus sfindidas a medio exento de FSC. Bg
te medio contenia droge en uwna concentracién de lSd‘pg/ml.
Se prepararon teotlgos oon medlo desnrovmsuo de Aroga.

Se dejb dﬂsarrollarse la adsorclén de virug du-
rante 2 horav a 37°0 tiempo durante el cual los cultivos
‘fueron sacudidos suavemente cada 15 minutos. Iuego se tra=—

gegaron los medios y las monocapas fueron lavadas vna vez

con 10 ml de PBS,

Se preparé agarosa en una concentracién de 63 en

peso/volumen en 50 ml de PBS. Se prepard un medio de ressy
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medio. Los matraces fueron dejados permanecer & tempsratu-—

‘| Las capas superiores fueron sgitadas suavemente y luego fug

to)n nam. 50

va a bage de MEM suplementado con 2% de FCé.'Se afiadié dro
ga a algunos de los medios de reserva a 150 Pg/ml. Las
tres soluciones fueron mantenidas a 47°C. Ademds, se pre-
paré uwne dilucién 1:10 de sueros anti-herpes humenos Teu-
nidos. Justo antes del comienzo del tratamiento, se aﬁaé-
dieron 15 ml de la solucién de agarosa & 85 ml de medice
Otros 15 ml de agarosa fueron afiadidos & 85 ml de droge~mg
dio. |

Cada una de las monocapas lavadas en un grupp.de
experimento fué tratada con 5 ml dé agarosa~-medio o con 5
nl de agerosa-droga-medio. En otro grupo de experimentds
cada monocaps fué tratada con 0,2 ml de suer&s enti-herpes
en 5 ml de medio de reserva, o con O,Z'ml'de sueros enbi-
herpes en 5 ml de droga~medio. los sueros aﬁti—herpes fue~
ron wtilizados en lugar de egarosa para localizar placas

medisnte neutralizacién de cualesquiera virus libres en el

re, ambiente durante 5 minutos, después de lo cual fueron

incubados a 372C durante 2 dias. Se utilizaron cultivos
triplicados pars la mayor parte de los grupos de tratamien

o
Se afiadieron luego 10 ml de FBS s cada matraz.

ron vertidas y derramades desde los matraces. Las monoce-

pas fueron tefiidas con una solucién al 0,5% en peso/volumen

o e dmawiiaen e mee e e e wer e
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de Violete Cristel en metenol al 50% en aguz. triplemente -
destilada.

ias Placas fueron.conbtadas directamente por luz
fluorescente transmitide y macrovisidén, o pof lg utilize~
cién de microscopfs luminose para microplacas. Das micre—
placas fueron contadas promediendo tres campos por cgdg.
grupo experimental bajo un aumento 150 x.

En o%rog ensayos de actividad entivirice se on-

tuvieron los siguientes resultados:




Compuesto

0,1~1,0 1,0-10

15392 3bfso
;5417 _—
15418 -
15426 20-30

15410

50~70"

50-70

30-50

© 30-50

10-100
>70

>70
>70

50~-70
>70

% de inhibicién a Pg/ml

>100
>70

570

50-70

>70

Hojx nam, 52

virus

Influenza A
Cerdo 1976

(Hlsw"‘Nl ): \"w ‘

~ A

Influenza A
Cerdo 1976

(Bygw~N1d .
Influenza A
Cerdo 1976

(Hygw=N1)
(Rusg) ..+ "

(Cerde) . -~

Ensayos adicionales de actividad antivirica del

compuesto 15.410 NPT se muestran en la tebla 3a

et an. e s iy e s



P flojan avm. 55

TABLA 3a
INHIBICIOX DE REPRODUSCION DE VIRUS
DE INFLUENZA.POR NPT 15410

Margen a6 concentraciones (pefil
virus  [T,0L-I,0] 1,0-10,0 ilO,b-J.OO 300
. AR S |
e . ‘ a e i
A/Cexrdo/76 (Hlszl) ot . fret AR aans A
2a/Texas/17 (HN,) " | ++ S S QS bk
A/Dunédin/?B'(HBNz) NT .. NI KA ,;4’
A/dap/305 (HZNZ)' NT ' * NT bbbt .f+?+
A/PRg (H(N,) N L bt 38
A, Hong Kong (H,N,) NT : NT o I
it . -
a | ' Lk
" NT = No ensayado
+ = 10-20% de lnhlbmoidn
o = 20~30% deo inhibicidn
s = 30-50% de inhibicidn
ot = 50-70% de iInhibicidn
$bbd o= 3705 deidhibicidn
La acvividad de inmunomodulacidén es mostrada en

la tabls 4

20089
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TABLA -4

MODULACION DE INIUNIDAD MEDIDA POR
CELUTAS , POR 9~-(HIDROXIALCOHIL )PURINAS

L’; \/{5 . (0,
\")\\N~ : : Ty
: he - cm - g2
kL. om
' Compuesto . e

NPT No. g R2 X o Y .
15425 H H OH . -
15428 H H oH DIP*PAcBa

. 15435 H H SH -

: 15437 H H SH - DIP+PACBA
15446 H CH, oH -
15447 H CH, OH pIp+PACBA
15431 H 7 CH, NH, -
15432 H cH, NI, DIP:PACBA
15427 CH, H 1 =
15423 CHy H CL -
15433 CH, H- NH, -
15434 CH, H NH, DID*PACBA
15443 CH, H ‘OH -
15444 CH, H 'OH ~ DIP-PACBA
15417 Celys H o -
15418 CeHy 5 H OH  DIP-PACEA
15392 CeHy 5 o, oH : -
15410 Coly 5 CH, om DIP*PACBA
15426 CHy 5 CH, NH, -
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Cambio ‘porcentual méximo

Proliferacidén de linfocito

Proliferacién de linfo-

NPT N2 {30 ratones inducide por citos humanos producida
mitéezeno (Con A) por mitégeno (FEA)
0,01-1,0 1,0-10 10-100 }001-1,0 1,0-10 10-100
15425 11 - 0 100 0 g
15428 ‘ o
15435 55 45 =50
15437 / | , '
15446 6 12 0 0 0 0
15447 '
15431 -15 -27 -47 0 0 0
15432 ©
15427
15423 . _ ‘
15433 +15 -23  -65 53 0 =50
15434 ' -
15443 +17 27  +27 0 413 .0
15444 '
15417 0 0 0 0 0 =50
15418 41 o 73 26 '
15392 " | 172 162 =72 11-15  20. =50
15410 | 140 40 40 30-50 60
15426 | -50 . -85 -9l 6 -41
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Cambio porcentual médximo (Cont.)

NPT No.
o

Proliferacién de macréfagos de coba-
ya ‘indueida por linfoquina (ITIF)

15425
15428

15435
15437
15446
15447
15431
15432

. 15427

15423
15433

15434

15443
15444
15417
15418
15392

©15410.

15426

D0,01~-1,0 ~1,0-10 10-100

+20 0

13 -50

12 80 -50

33 23
12 23
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“rimentacién para evaluar la aptitud ‘de las susbancias de’

ensayo para modular la actividad de varias clases de célu~

tHoja ndm. 5?

Verios compuestos fusron engayados en cuanlo &
proliferacién de linfocitos de miridos inducide por mité-

genos con log gignientes resultados:

Compuesto % de estimnulacién o pe/ml _
01-1,0  1,0-10  10-100 3100 - -
15392 >50% 30~-50% 30-50% no ensa&ééo
15426 0 0 0 no enseyado
15410 550 30-50 30-50 no ensaysdo
15417 0 0 0 0 o
15418 - 20-30 >50 ° 20-30  no- ensayado

~ACTIVIDAD BIOLOGICA

Experimento de inmunomodulscién

Se utilizan los tres siguientes métodos de expe-

las en el sistema inmune. En estos sistemas es posible ilden -
tificartanto actividad inmunopotenciadora (evidenciada por

un aumento del pardmetro exaﬁinado) asl como también gcti-
vidad inmunosupresora (evidenciadé por una inhibicibn o

disminucién del pardmetro examinado).
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'concentracidn 2Xbpara cada dilucién (0,5, 1,0, 2,5 Pg/ml)

Hojn nom, 58

1.~ Experimento de células de bazo de ratdén in-

ducidg por mitégeno

Lag células de bazo de ratén coﬁtienen ung po-
blacién de linfocitos tanto B como T que pueden ser esti-
muiados parsa prgliferar por un clerfo nimero de sustanciag
ajenas (por ejemplo mitdgenos de plantas, tales como Gogxm
Esta proliferaéién acfecentada es una indicacidn de ;é}e—
centada inmunidad modida por células. El método sigu;énte
describe el sistema utilizado para evaluar sgstanciaé}&é

enseyo en calidad de inmunopotenciadoras.

NMateriales

Concanavelina & (Calbiochem, La Jolla, Califor-

nia), lote 7210073, liofilizada en NaCl, fué preparada

primeramente como wna solucién al 1% y diluida como une

Animales ;

Ratones de la misma raza Ballb/c ¥y C3H machosg de

seis a ocho semanas de edad fueron obtenidos de los siguien

teg origines: Flow research Animals, Im, Dublin, Virgi-

| nia; Charles River Breeding Laboratories, Wilmington, Massg

chugetts; Laboratory Supply Company, Indienspolls, Indienej

y Dionel Strong TFoundation, San Diego, California.
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Céluleg
Tres & cinco ratones fueron sacrificados por dig}
locacidn cervical y se retiraron de manera aséptica los

bazos. Bazos reunidos fueron picados y desgarrados con

forceps cstérileg; luego fueron colados a través de uils, do

ble capa de malla de Nylon. Le suspensién de'gélulas,fﬁé
lavade una vez con 15 ml de RPML 1840 suplementado cow 5%
de suero de ternero fetal y antibiéticos. Se cultivaon -
células en una concentracidén de 100 célulag/0,1 ml/pozo en

microplacas., Se incubaron.cultivos en le presencis o au~

gsencie de mitégeno en una etmésfera humidificada que” con-

vténia 5% de €O, durente 48 horas. El compuesto de ensayo

fud afiadido = cultivos en diversas concentraclones comco-

mitantemente con mitdgeno.

Proliferacidn

Se experimentd la proiiferqcién‘mediante el gra-—
do de incorporacién 1,0 Ci de / 3H 7=-timidina por un pe-
riodo de incubacién de 18 horas. Los cultivos fuéron'cose—v
chados mediante wne widad MASH (Otto Hiller Co.; Madison
Wisconsin)'y ge expefimenté'la incorporacibn de timidina
mediante espectfometria por centelleo de liguido. Los cul-
tivos se realizaron por triplicsdo y los datos se expresan
gomo media mis o menos el érrdr'tipico de la medig experi-

mental. Se calcularon tambidén fndices de estimulacién por
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droga sobre valores testigo y se reprosentaron gréficemen-

b6

2.~ Linfocitos de sengre periférica humansg indu-

‘cidog por mitdéreno

Existe una necesidad clinica de sgentes terapéu~

ticos para aumentar la respuegta inmune en pacientes . con
egtadog inmunes dellclentes 0 deprimidos, tal como GXlS-

ten en enfermedades viricas o en cancer. Egtudiando la ap=
titud de los sgentes pare aumentar le proliferacién de
llnf001tos de sangre periférica humaena como respuesta 2 ung
suSUancia aaena, pueden identificarse agentas con activ1-.
dad inmunopotenciadora en seres humasnos. ELl método es ol
gue se acabsg de eprnep y estd descrito témbién pof Hadden
J. W., Infect & Immunity, febrero de 1976, pées. 382-387,
.especialmen%e pdginas 382-383.

3.~ E1 macréfago represente una subpoblacién de
célulag sanguiﬁeés blencas que son un componente importan-
te del sistems inmune para controlar le inmunidad tento
celular como humorai. El sistema de experimentacién abajo

descrito evalda lag sustancias estudiadas como potenciado-

Se adqulrié fltohemaglutlnlna (PHA) (HA~17) de
Burroughs Velcome. Un preparado gue contenia Factor Mitdgeno

Macréfage. MMF) y Bactor Activador Macréfago (MAF) fué preparae-
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do a partir de linfocitos de nodos de linfa inmunes esti-~
malados por antigeno (cobaya) tal como se describe ante-

riormente por Hadden y otros, Nature 257, 483-485 (1975).

| Le purificecién parcial de este preparado por didligis en

vaclo y cromatografia en columna de Sephadez G-100 rig@ié
una fraccién achtiva en el margén de 35-70.00Qldaltons,‘gue
exhibila propiedades tanto mitbégenas como activadoras;/ﬁé
fraceién activa fué empleada en los experimentos tanto. de
proliferacién como de activacidn. 7 |
Métodds;— Se prepararon linfocitos de sanér3 

periférica humens puriiicados por Ficoll-hipaco y se ex—

perimenté la proliferacién de linfocitos inducida vor FHA,|
mediente la incorporacién de timidina tritiada tal como se| |

describe en Hedden y otros, Cell, Immunol. 20, 98-~103

(1975), Cada_combuesto fué analizado en la presencia de

concentraciones subbptimas, éptimas y supradptimas de PHA

(0,001, 0,01, 0}1 unidades/ml respectiveamente). Se prepa- |

raron macréfagos peritoneales de cobaya inducidos por acel
te de parafina y se incubaron como cava de monocultivo (ma

eréfagos puros en >985), Se experimenté la proliferacién

inducida por linfoquina (1EiF) mediante la incorporacién de

timidina tritiada a los 3 y 5 dias de cultivo tal como se

describe en Hadden y obros, Hature 257, 483-485 (1975).

La activacién de macréfagos inducide por linfoquing (HAF)

pare metar y destrulr DListeria monocytog:snes despuds de
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mitégeno o linfoquina. Cada tipo de experimento fué’rea-

62

Hoja ntim,

5 dias de éultivo en la presencia o ausehcia de MAF se‘rg
alizd durante un periodo de 6 horas tal coﬁo'se describe
en Hadden and England, Immunopharmacology, pégihas 87-100
(plenum Press, 1977). la fogocitosis fué cuantificada du-
rante una exposicidén en 20 minutos a Listerié honécytoge-
nes contando el nimero de macrdfagos que contenian'Bééte—
rias y el ntmero de bacterias por célula fagocitica.bor
gramo de monocapas tafiidas en cémaras Labtek. ILa déétruw
ccidn intrecelular de bacterias fué evaluada contandd el
nimero de células que conteniian bacterias y el nimero de

2

bacterias por célula 6 horas después de la exposicién. ini
cial de 20 minutos. Experimentos paralelos en los qug ma—
créfagos fueron lisados y bacterias intracelulares fuszron
cultivadas, confirman la validez de la actividad bacterig
na determinada de esta manera en este sistema. Ias drogas
fueron'empleadas en cada uno de los tres sistemas a lo
largo de un margen dé concentraciones logaritmicas en se-
rie por triplicado en la presencia y en la ausencia de

N ! .
lizado al menos tres veces, Experimentos previos indican
un paralelismo de respuesta a modulacién‘farmacolégica '

en los experimentos de proliferacidén y activacién.




10

15

20

25

20089,

Hoja nfim. 65

ACTIVIDAD BIOLCGICA

Actividad enti-leucémica (inhibicién de creci-

miento de L-1210).

Células leucdmicas aigladas de ratones que lle-
vaban el tumﬁr L-12L0 son cultivadas "in vitroﬁ y se pus~
de medir su crecimiento contendo el numero de células en
el culfivo durante un perfodo de tiempo. La ﬂncorporééién
de una sustancia de ensayo en los medios impediré el,érg-
Gimiento de las células leucémicas, que es une indicacién
de un eficaz agente anti-leucémico., _

. ' La I (concentracién de droga que inhibe‘el érg'
cimiento de I-1210) en porcentaje para los compuestqg en-—

sayados fué como sigue:

Concentracibén

Compuesto (microgramos/ml)
15392 | 28

15410 B4

15417 47

15418 SRR

El sistema de experimentacidn utilizedo se expo-~
ne seguidamente.

Pare medir la inhibicién del crecimiento de célu-

lag leucdmicags (T=1210)

~Efectuar comprobacién para ver que hay crecimieg
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"dio preparado, Despuds de mezclar, retirar una muestra'de
0,5 ml, colocarla en un vial que contiene 9,5 ml de solu-
cién salina, y recontarla en el contador Coulter. Multipli '

-car el recuento pér 40 para compensar la dilucién de 40 ve

Hoja nom. 64

to de-células adecuado en los cultivos de reserva. Se uti-
lizan célulag 48~72 horas después de realizarse transfe=-
rencias. . |
Pegar lag drogas a 50 veces la concentracién fi=-
nal deseada y efectuar diluciones en serie. |
Reponer el medio final utilizando 500 ml dg;pgu
dio 5A de McCoy, 15% de suero de ternero fetal, 5 ml?de 80
luciébn de penicilina~eStreptomicina, y 5 ml de soluci&n,de
antibiético-antimicotico y dejarla reposar & temperafﬁﬁa

amhiente.

-----

Utilizando una técnica esteril, afladir 0,1 ml de

lag diluciones de droge a cada tubo,.

Angdir una centided apropiada de célulesg al ne—

ces (0,5 ml en solucién salina de 0,5 ml) y registrar el
inéculo. .

Afiadir a ca@a tubo 5 ml de suspensién de células.
Poner en turbulencia la bote{la cada 4 tubos para agegurar
una distribucién mds uniforme de las células.” Apretar los
tapones y colocar en el incubador con 002 a 36~382 durante
96 hores. | | ;

Degpuéds de 96 horas retirar los tubog del incuba-
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eién de 100%. Si el recuento es mayor que el promedio'de'

‘los ocho recuertos testigo, registrar 0% de inhibicién.

bido al tratamiento.

tre representativae de virus tanto RNA como DNA utilizgndo

ttojn niin. 65

dor y recontar el contenido de cada uno en el contador
Coulter. kultiplicar fodos los recuentos vor 40 y prome-
diar los cuatro recventos pars cade dilucién de droga. Si

el recuento es menor que el inbculo, regigtrar una inhibi

Para todos los otros recuentos utilizar la siguiente T£6r—
mula: :

Promedio de cdlulas/ml on cultivos
tratados - inéculo en célulag/ml

: , X 100 = % de -su
Pronedio de células/ml en cultivos. - pervie
testigo ~ inbculo en célulag/ml © Veveia

1005 - % de supervivencia = inhibicién del crecimiento de-

Se ha puesto de manifiesto gue los compuestos oD |

jeto de este invento inhiben la reproduccién de una mues-

téenicas normalizadaS'de cultivo de tejidoge. En el caéo,de
virus RFA, se'mostré que'eran inhibidas varias cepas de Vi
rug de influenza que pér%enecian a los subtipos A y B, uf;
lizando la técnica de hemosdsorcién (seccién II, B). Tos |
compuestos especificos de los que se halld que inhibian la
reproduccién de virus de influenza (tipo A/USSR 90) estén

nostrados en ia tabla l. Se mostré que verios miembros de

la serie NPT 15.392, NPT 15.410, NPT 15.417 y NPT 15.418

~
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inhiben la reproduccién de al menos 4 cepésldiferentes da
virug de infiuenza en concentreciones que oscilan entre
1-150 g/ml. u
Ademds se ha mostrado que varios miembros dé la

serie, NPT 15,410 y NPT 15.392 inhiben la reproduccidn, de
virus llerpes Simplex, un miembro de la clase -DNA de v@?qs,
y uh virus responsable de graves lesicnes nucocutdneasd .en
seres humanog, juntamente con lé fatal Herpes encefalitis,
Otros mismbros dz esta clase de virug son responsablaé{ﬁe
le fiebre aftosa en cerdos y reses de genado vacuno e ﬁp—
feccilones de rinotraqueitis en gatos y tog de perrera &n
pérros. Se encontré que incluso concentraciones mencrés“de
100 pg/ml de NPT 15392 y 15.410 reducian la formaéidn ce
placas causadas por virus Herpes Simpiex en unea extensién
de ;>QO%. Otros miembros . de las clases RNA y DNA de virus
ge muestran en la tabla 5 y son responsébles de lag enfer-
nedades especificadas. De todas las'enfermedadesvdel mun-
do se sabe que al menos el 25/ son provocadag por virus.
Ademds se han éislado uﬁ cierto nlmero de virus, gue se
muestra que producen tumores. 4si, se puede egperar que
agentgs entivirales tengan, por si mismos, algﬁnas éropie~
dedes antitumorales. | :

| Es un hecho comprobado que muchos agentes infec-
ciosos, taleg como virus CVirﬁs de influenza, HSV, virus

de leucemia de IFriend), bacterias y hongos causen un esta-
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do inmune suprimido en el huesped, dobilitando sus defen-
sas frente a infecclones por sgentes infecclosos. La ma-
yor parts de otras sugtanciss entlinstabolito antiviricas,
talesg como AraC, provocan una gupresién de mecanismos de
defensa por inmgnidad'de huéspedes, nanifestando de esta
manera un potencial para,disminuir los mecaniémos de Jafen|
sa natural por si mismos, y acrecienten la infecoién $§cug
daria. )
Un inmunopotenciador o inmunomodulador es cual~

quier agente que regtaure la funcién de inmunidad deprl-
mida, o acrecienta la furcién inmune normgl, o ambaé’co; 
sgs. Lo funcidn inmune es definida como el dasarrollp"y

la expresién de inmunidad humorel (mediada por anticuer—
pos), inmunidad celular (mediada por timocitos); o reéis—‘
tencia mediada por macrofagos o granulocitos. Léglcamente,
incluye agentes Que actyan directamente sobre las células
.implicadas en la ez pr3516n de respues»a 1nmwne, 0 sobre mg,
| canismos celulares o moleculares que, por su parﬁe, actdan
para modificer la funciénrdé cédlulas implicedas en respueg
ta inmune. El gumernto de la funcién inmune pusde resultar
de la accién de un agente para anular mecenismog supreSL—ﬂ
vos derivados de influencias de reaccidén negativa enddge=-
nes o exégenas para el sisbtema inmune. Por lo tento, los -
inmunopotenciadores tienen diversos mecenismos de accién.

A pesar de la diversidad Ge los lugares de accién de célu-
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las y del mecanismo bioquimico -de accidn de los inmunopo-
tenciadores, sug aplicaciones son esencialmente las mig-
mas; es decir acrecentar la resbtencia de los huéspedes.

- Avlicaciones de inmunopotenciadoreg

1) La principal funcién protectora del sis?gpa
inmune se refiere a la resistencie e la invagién'por agen
teg patégenos, incluyendo virus, riguetsias de raquitiéﬁo,
micoplagmas, bacterias, hongos, y parésifos de todo fiéo.
Por lo tanto, la mejora de la respuests inmune, parfiépia;
mente cuardo esté deprimida, mejoraria de manera intencio~
nada la resistencia en el caso de infececidn o infgsfﬁd?gn
por cualguiera ée-los patégenos anterioreg. Un inmunépcfeg
ciador gbélo o én combingcién con uha terapia antiinfébtiva
puede'ser aplicade é cuglouiera de las enfermedades ianfec=-
clogag y a ‘todas'ellag, |

2) Se piensa que una segunda funcién protectora
del gistema inmune éé lé resistencia al injerto de tejido
ajeno, ﬁatural como en la relacién fetal-maternal; o no ng
tural como se realiza por uh cirujano de tragplante. Se

pueden utilizar también inmuncpotenciadores para facilitar

el rechazo de tejidos fetales o placentarios o pars modif;

car o inducir la tolerandis a injertos.
3) Una tercera funcién protectora del sistema
inmune se cree que es la resistencia el desarrollo de cé-

lulag malignas como en el cancer. La utilizacién de inmu-

N
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nopoteniadores puede ser empleada para el tratamiento del|

cancer con el fin de acrecentar el rechazo de tumores e
inhibir las recurrencias de tumores después de otras for-

mas de terapla.

4) Una cuarta funcidén protectora implica la capg

cidad de reconocer el carécter ajeno y de mantener la no
reactividad por si mismo mediante mecanismos supresoreg
positivos. En afecciones autoinmunes y relacionadas;'lé
rea tividad inmune se dirige a antigenos propios o pégﬁl-

tan evidentes respuestas elevadas exageradas que son auto-

destructivas. Se pueden utilizar inmunopotenciadores para

restaurar mecanismos supresores normales, inducir tolerand

cia, o favorecer de otro modo una respuesta inmune normal.

tema inmune puederser modificadas por una terapia no zspe-

cifica con inmunopotenciadores sbélos o en combinacidn con|
otros agentes empleados para mejorar la resistencia o pars

matar el patdgeno invasor. Ademds, la resistencia especifi

ca puede ser aumentada por utilizacidén de inmunopotencia-
dores en unién con alguna forma de antigeno, tal como en
una vacuna que emplge, ﬁor ejemplo, vifus,.célilas tumura-
les etc. Esta utilizacidén puede efectuarse para inducir
inmunidad a tolerancia especifica. Esta Gltima puedeVser;

ilustrada por utilizacidén con un antigeno en enfermedades

de alergia o autoinmunes. La utilizacidén de inmunopotendald

Cada una de las funciones protectoras dei sig
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res puzde ger terapbutica o prdfiléctioa; la ¥ltima, par-
ticularmente al envejecer, en donde son més comunes las
infeccicnes, la autoinmunidad y el canéér. Lg, sincronizé-
¢idn de la administracidén y las vias son variables y pue~
den ger criticés para determinar si resulta una respuzsta
positive o negativa. Cualquier agente capaz de aumentar
le respucgta inmune pusde inhibirla dependiendo de lé.éig
cronizacién y de la dogis; por lo tanto, en clertas nir~
cunstancias un 1nﬂunopotenclador podria gar utlllzado co—
mo un anente inmunosupresivo para uso en alergla, automn—
munidad y transplantes. _ _

La tabla 4 anteriof presenté los rosultadosnda
una evaluacién de un cierto nimero de estos oompuestos~éb~

jeto de invento como potenciadores de . la respuesta inmune.

Se utilizaron tres sistemes diferentes de engsayo. Ll pri-

mero implica una medicién de la aptitud del compuesto de
ensayo para acrecentar la capacidad de linfocitos de rato-
nes para prollferar como respuesta a un mltégeno de plane
tas (Con A). El segundo 1mpl;ca medir'la capacidad de los

compuestos de ensayo pars acrecentar la proliferacién de

linfocitos humanos como respucste & un segundo mitdégeno de

plantas (PHA). El tercer sistema mide la apbitud de estas
éustancias de ensayo para acrecentar la proliferacién-de

macrdfagos como respuesta a une linfoguina natural (Pactor

Hitéoeno Hacréfago, MNF)., Se ha mostrado que esta filtima
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‘de linfocitos leucémicos de ratones (una linea de células

citos leucdmicos en concentraciones que estimulen a los

sustancias.

| reoroduccién de virus RNA y DFA, modulan (potencien) la

tla)n nhim. 71

respuesta, la proliferacidén y activacién de macréfagos es-

t4 implicada en la destruccidén de baclerias, virus y cé-

lulas tumorales por esta clase de célulaes senguineas blan-|

cade
Se ha observado una significativa potenciacidén

de la respuesia inmune por 15,392, 15.410 y 15.418.

Finalmente, se ha determinado la actividad de vg

rios de estos arentes, IPL 15,392 y 15.410 como inhibido-
res del crecimiento de linfocitos anormales. Notableménte,

ambas sustancias son capaces de inhibir la proliferacién

T-1210) en un cultivo de tejidos. Una inhibicién de 5Ci de

las céluleg I-1210 fué efectuada por NPT 15.392 a ZSth/mlp o

y por NPT 15.410 a 54 pg/ul. Ta apbitud do inhibir liafo-

linfocitos normales es una propiedad unica en su género,

que no se sabe que esté presente en ningune otra clase de

Los productos del presente invento son miembros

de una claese de sustancias, que inhiben especificemente la

respuesta inmune e inhiben el crecimiento de linfocitos
leucémicos. Basgedo en experimentos in vitro, que demuestran
achividad por un margen de concentracionss de 0,01-150 pg/u

mirgenes ¢e dosis eficaces en mamiferos son 0,05-500 mg/ ke

¢
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-

Se ha observado una carencia de toxicldad en niveles de
1500 mg/ke en ratones para cierfos nimeros de esta serie.
Log inmunopotenciadores del invento pueden ser

empleados, por ¢jemplo, paras proporcionar resigtencia a

la invegién por los virus de la tabla 5. ) i,g”
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Virug

Arenavirug
Influenza
Rhinovirus
Poliovirus

Virmug de(sarampién
Virus de enfermedad

de Newcastle

Rotavirué

Hepatitis Tipo A

- Virus de rabia

Arhovirus
Virug de vacunea

Virus Herpes Simplex

Herpes Zoster
Varicells Zogter
Adenoviruq

Hepatitis Tipo B

Virug de fiebre aftosa

Virus Maclupo

Hojlu n\‘lm.’ 73

TABTA 5

Clase Enfsrmedsd
RNA Piebre de valle reventsdo
REA Influenzs

"RNA  Resfriado comin
RNA  Polio
RNA Rubéola
RFA  Enfermedad de Newcastls .
RIA . Gastroentefitis en niﬁos
REA Hépatitis infecciosaf
RNA  Rabia N
RNA Encefalitis

. DHA Virusls

DrA Llaga fria, Encefalitis,

Enfermedad venérea

DA Zoster

DNA Vericels

- DRA Afeccionzg respiratorias

"DNA *© Hepatitis crénica,

DA

Heépatitis grave
Fiebre aftosa

Piebre hemorrégics




o :

10

15

20

25

- 17089

Haja niim. 7»2'!' '1

PCIEKCIACIOR DE ACPIVIDADES BICLCGICAS P02 DIP*PicBA

De las susiencies dascritas en'le tabla 1, son
nusvag lag FPP? 15,302 y NPT.15.446, Tembién son nuevas las
sales de DIP*PAcBA presentades en esta %abia, e saber
15,428, 15.437, 15,447, 15.432, 15,434 15.444, 15,418 §
15,410, Las EPI 15,392, EP? 15,417 y KPP 15,426 hen mos-
trado todas ellas gue tienen por‘si mismas wna inportante
dctividad enti-influenza. En un caso (con NPT 15.392)£1a
reaceién por edicién de sal de DIP+PAGBA a FPT 15,392 peve
formar 15,410 no potencia la sctividad anti-influenze. In
el cago de FPI 15,417, la reaccién por adicién dec sal da
DIP*PAacBA pars formar 15.418 potencia la actividad andi.in
fluenza. Seguidamente se expone uﬁ rzsunen de la eptitugd
relativa de. seles deADIP’?AcBA pare potenclar les diferenw

tes actividades bioldzicas,

Inmuno..
Sal de Anti-  Potentiscifn  potentige
Gomnuesto DIP PicBA - inflvenze Anti-leucenis cibn
15392 15410 dmbog igual . Si Si
mente activoy
15417 15418 . Si - Si
15435 15437 Si - -
15446 15447 . Si - -
15431 15432 Si - -
15433 15434 Si - -

15443 15444 Si
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FPORYULACICIES

Los compuestos del presente invento pueden ser

administrados & un mamifero en wna dosis de 1-L.000 mg/kg

de peso corporal y se cree que son activos en niveles'%an
bajos como 0,05 mg/kg. La DL, determinada eﬁ ?atoﬁéé; de
NPT 15,410 administrado intraparenteralmente, era de - -
4,300 mg/kg, mientras que subcutancamente era de 4.900‘
ng/kg. EL KPT 15,392 ha sido admiristrado a ratones éﬁ:ﬂOQ

sis ds 1.000 me/kg y no se observé mortalidad relacicuads,

con la droga.

Log compuestos pucden ser adminigtrados a geires
humanos‘eﬁ forma de tabletas o cépsulas o, cuando,lo'peén
nite }a solubilidad, en la forma de jarabes o golucicres
inyectables o, cusndo son insolubles, como suspensioncs.
Pormulaciones farmacéubticas tipicas son descritas‘segui—

danente:s

Cépsulas . _
NPT 15,392 50-500 mg.
Avicel pH 101 9
(celulose microcrig- L
talina) - para, dar 800 mg.
Suspengidn:

Se pueden prsparar suspensiones acuosas con un

clerto nmero de arentzs de suspensién en los que se han

incorporado las susbanciss activas de droga. Estén inclui-

das como sgentes de suspensién sustencias teles como car-
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boximetilcelulosa sédica, alginato sbédico, gome tragacan-—
to, Avicel . RC=591 (microceluloga), metilcelulosa,'Veegum,
goma xantena. Ademds de un agente de suspengién, pueden

afladirse sustanciang tales como edulcorantes, aromag, colo-

rantes, egentes de conservacién, cololdes protectores ¥

B

dispersantes.

- PCRMULACION PARA TABLETAS

NPT 15392 7 50-500 mg

Avicel pH 101 _ 130 mg
Almidén, modificado 20 mg
Estearato de magnesio U.S.P. 5,5 mg
Polivinilpirrolidona . 22 mg

~ Acido estedrico U.S.P. 130 mg
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FORULACICE PARA JARABES

NPT 15392

dzidcar de malz

Agua, destilg@a

FD y C Red 40
Sacarina sédica
Alcohol U.S.P.
Metil-paraben U,S.P.
Propil-paraben U.S.P.

Glicering

Aroms fe cerezs

Aroma de frutba

25-125 mg (o0 en el nivel mdxi-
) -mo de solubilidad)

3,25 8
0,05 g
0,00175 g
0,00250 ¢
0,08 g
0,005 g
0,001 g
0,31225 g
0,00825 g
0,00825 g

Agua destilada c.s. hasta 5 ml
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TRADAITEETO WIN VIVCM DI RAZCEES CON KPT 15,392 Y kPP
15.41C: EFEGTO SORRE LA ESTLULAGION “IN YITRC" DE LA PRO~

LIFERACTION DR CRLULAS DB BAZC POR CCECATAVALIVA A

Ta finzlidad de este estudio fué la de delfermi~
nar los efectos de un tratamiento "in vivo" de ratoncy con
los compuestos RPL 15.392'& 15.410 sobre la acti?ida&lbubu
siguiente de células de bazo aisladas Qg estos animales y
evaluadas "in vitro" en cuanto a su respucsta prolifmfdti~
ve al agento mitéreno, Concanavaline A (Con A).
toto . .

Tratemiento “in vivo" .
Theve ratones Balb/c machos,'de 6-9 semanas de edad, que
pesaban 18-20 g, fueron divididos en tres grupos. Un sru- '
o fué tratado dos veces por dia (por 1 dla) por le maiizna
y por la tarde, con una dogis oral de IPT 15,392 a 10 mg/kd
El segundo gruno fué tratado similermente con KPI 15.410
2 .20 mg/kg. Un tercer grupo, al quec se dosificé solucién
salina, servia como testigo placebo. .

_ Experimentaoi&n tin vitro" de célulag de bazo:
Preperado de células,

fAl dfa siguiente, oéda grupo fué sacrificadb'y
se retiraron y reunieron los bazos. Los bazos fusron corm'
tados y las células lavedas en medio REEI-1640 (Grand Is-

land Biologicals) suplementeriamente con 2 mm de glutanina

y entibidticog. La concentracidn de cdlules de cada prepa~|

\\
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rado fuéd determinadz mediente un contador Coulm*“ ¥ ajusta

6 sélulas/m=1 con mzdlo RPHI,

a& 5 x 10
Experimento do nlquu a 1cro*~]ow901év
Se llsvarcn a cabo experimentos de microvalorg-

cibn orr 0,2 ml de incubacicnes que conbcnf an 5 103'célu~

las ¥y Con A o bien Con A y co'oucqtoa en las coacnnuvuclo~

nes indicadas. Todos los e'p"rl nentos se realizeron con 6

a3

repzticiones y se coxpararon con un experimento testige

que solo contonis células. Las placas de cxperimentacidn

fueron incubadas a 37¢ en 5% de €0, duranie 4 dfas. s Rey

te las 18-20 horas finalcs de incubacibn, se efindicron, &
cada eulbivo 0,5 2l de LiaR (10 uC%/ml, 6 c;/mJleol).,Eo
cultivogs fueron cogechaoos con una unidsd cogechsdora
nuestreadora eutondiica mél*iple (HﬁSH), y se determind .
el 3??&% incorpofato con tn combador de centelleo de ligud
do Beckmen L3 8.00C, como ung medida de la proliferacién
de-célmlas. Los resultados estén ﬁabulados como 1l rele~
cién de la actividad en los cultivos tratedos con Con & o

con Con & y CO“puesio a la activided de los cultivos *eSn
‘bigo.

El tratemiento "in vivo" con cualquiera de log .

compuestos 15.392 o 15.410 aumenia la subsiguienie respueg

ta de las células de bazo, “in vitro" a estimulecidén por
Con & a una concentraciln de agente mitégeno sub-bptira

2 Pﬁ/ml) se obgervé wa rglacién de estimulacién de 12C:1
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on células de bazo tratadas y aislad2s de ratones tratados
con 15.302 en comparacién con una relacidén de 40:1 en cé-
lulas de¢ bazo aislzadas de ratones tratadbs con placebo.

¥o so obtienen resultados significativos con tratamiento
vor ninguno de los compuzstos 15,392 o 15,410 cuando ‘las
célulag son estimuladasg con una concentracién mds Gpﬁima
do Con 4 (10 pg/m)s | §

Se ensayé tanbidn el efecto do un subsigaieﬁﬁe
tratamiento "in vitro" de células estimuladas por Coniﬂ
con PP 15,392 ¥ l5.4lOzilpg/ml. Aubos ooﬁpuestos muestran
bna seficlada aptitud para aumentar la egtimulacidn pofj
Con 4, particulafmente en la concentracién sub-éptima- de
agentg mifdgeno (5 Pg/ml) y en una menor ecgtensidén alié
pe/mls ' _ .

Con 5‘P€/l de Con A, la estimulacién vor KPT

'15.392 es 2,8 veces mayor con relacién al tratemiento por

[ Con A s6lo, mientras que para KPP 15,410 es 3:3 veces ma-

Jyoxr.

- e 4 aea mrt e e
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Estos resultados indicen un efecto inmunomodula-—
dor de estos compuestos sobre células sobre ls prolifera-
cibén de células de bazq. El.tratamiento'previo de animales
con cualguiera de los compucsios que sensibilizan e las
céluleg a subsiguiente estimulacidn mitogénica mieqtféé”

Que se efectia una exposicién de las cédlulas “in vitro®

| & los compuestos despuéds de esgtimulacién mitogénica, eumen—

tard la respuestva proliferativa particularmense en condi-
ciones en que gea baja la respuesta a un agente mitbgeno

s610.

EJENPLO

Sintesis de uwna eritro~9-(2-hidroxi-—

-3 qonll)~o~alcoxi-pur1na(II) ..

LI

OCH

fkr

LEN/)‘\ NagCH - F//\\l Q\

\\N /\
C cn,-loH
ca,-[c,l 7| Sen - c, (cHy )¢ | cu - cu,
H . .
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El compuesto I (10 milimoles) y una solucién de
metdxido sédico (11 milimoles) en metanol (50 ml) se pusie
ron a reflujo durante 6 horas. EL matraz de reaccién fud
enfriado, el pH fué ajustadq a 5 con 4cido acé#ico glaqial
y la mezcla fué evaporada hasta sequedad bajo presiénjfé—
duecide, El residuo fué recogido con una cantided mini%ﬁ'de

ague fria, filtrado y secado en vacio.

Sintesis de eritro~9-—(2-hidroxi-3- . ~°

enonil)-6-metilﬁercaptofpurina (III) I

.. .. sH R
N CONH, A ' PN
\ s - c/ 2 . : N2\ — N ‘ o
25 N TEEeE
cH . |
N - : CH
CH - CHy CHy - [CH23§/ NcH - CHy -
6H ' : ST o A
x - oL IT
SCH3 . -
” -
I \
)
H
~N
- / CH - CH
CH, [CH,], [ 3
X . . OH S _
| L IIX e e e e e e

v A et menasr adn

- ———
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Etapa (1) compuesto I-———> compussto IT

§e pusieron a reflujo durente 1 hora compuesto I
(10 milimoles) en etanol (25 ml) y tiourea (L0 milimoles)
asi como acetato sédico anhidro (1l milimoles). Despuds de
enfriar, el producto resulfanﬁe fué recogido pér filtra;
cién, fud suspendido en une centided minima de ague ffia,
vy el pH fué ajustado a 5 con dcido acético diluido alf20%.
El producto fué lavado con unz cantidad minima de agué;frie

fué filtrado, y el precipitado fué secado en vacio.

Etana (2) compuesto IT > compuesto IIT - - -

Una solucién de compuesto II (10 milimoles} en .

ClH 2 X (25 ml) fub enfriada g 592 Se afiadié yoduro de e~

tilo (20 milimoles) y l= mezcla fué egitada vigorosemente' |-

5¢. Luego la mezcla fué agitada mecinicamente a temperatu-
ra, ambiente (252) durante 3 horas, y el pH fué ajustado a
5 con 4cido ecético glacial. EL pracipitado resultente fué
recogido por filtracién, lavedo dos veces con agua fria'

(15 ml) y secado.

v 9
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REIVINDICACIONES

~~~~~

. l2,- Un procedimiento para preparar un compues-—

N
LN

to de la férmula . NN

en donde X es OH, FHp, SH, OR o SR (donde R es alcohilo de |

una amina de la férmula

B
N (CnH

4

| ) OH
R |

2n

en donde R3 y R4 son alcohilo inferior, n es un nuimero en-
tero de 2 & 4 y en donde % es un nimero de 1 & 10 con dci~

do p-acetamidobenzolico, que comprends hacer reaccionar un
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compuesto de la £érmulas

“con 'l a 10 moles de la sal Y.

en donde R- es H o n-alcochilo de 1 a 8 dtomos de carbono
hd R3 ¥ R4 son alcohilo de 1 a 4 étomos de carbono.

38,- Un proce&lmLento gsegin lg rexvmnd103016n
22, en donde 8t es H o n-aleohilo de 1 a 7 dtomog de car~
. bono. '

48,~ Un procedimienﬁo seguin la reivindicaciébn
32, en donde o es H o n-alcohilo de 1 2 6 4tomos de car-
bono. _ |

58,- Un procedimiento geglin la relvindicacién
48, en donde rE es n~hexilo.

68,~ Un procedimiento segin lo reivindicacién
12, en donde X eg 0OI, NH2 o Si. ' |

T¢.=~ Un procedimisnio segln la reivindicacién

68, en donde X es OH.

28,- Un procediniento segln la reivindicacisn, 18

S
. ~.,



e e At b

e dana

10

15

20

25

20089

86

Hoja nam,

82,~ Un procedimiento segin la reivindicaciédn
68, en donde X es NHQ.

98,~ Un procedimiento seglin la reivindicacién
62, en donde X es SH. ‘

108, ~ Un procedimiento segin la reivindicsdién
64, en donde R2 es H. ‘ ’ ﬁz:“

lle,~ Un procedimiento segin la reivindicaéi6n
102, en donde X og COH, R ?\i}

l2¢,~ Un procodimiento segin la reivindicacién
108, en donde X es NH,. ' A

138,~ Un procedimiento segin la reivindicdci@n
108, en donde X es SH.

148.~ Un procediniento seédn la reivindicacidn
62, en donde R2 es netilo. »

158,- Un procedimiento segin la reivindicacién

148, en donde X es OH._

168,- Un procedimiento segin la reivindicacién
142, en donde X es NHy. '

178,- Un procedimienté segﬁh la reivindicacién
142, en donde X es SH,

' 182,~ Un pfocedimiento gegin la reivindicacién

28, en donde X es OH, I, o SH e Y es la sal de dimetilém;
noisopropanol y dcido p-acetamidobenzoico.

198,- Un procedimiento segin la reivindicacidn

182, en donde X es OH.
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208, Un procediniento segin la reivindicacién
182, en donde R% es hidrégeno.

21.2¢,~ Un procedimiento segin la reivindicacién

- 182, en donde r' o5 n-hexilo.

228,~ Un procedimisnto segén la reivindicacién

182, on donde R es metilos

23a,~ Un procedimiento segin la reivindicacién

| 183, en donde RZ es metilo.

248,~ Un procedimiento segin la reivindicaciién
1 . s '

238, en donde R~ es n-hexilo.
258, ~.Un procedimiento segln la reivindicecién

238, en donde Rl es metilo,

262,~ Un procedimiento segén la reivindicacién N

20, en donde X es OH, WH, o SH y Rl es hidrégeno.
278.= Un procedimiento segin le reivindicacidn
18, en donde X eg OH, Rl es n~hexilo y R2 es metilo,.
288,~ Un procedimiento segfn la reivindicacién
278, en donde z es 3. ‘ .
298,- Un procedimiénto seglin la reivindicacibn

208, en donds Y es la sal de dimetilaminoisopropanol con

vécido.p~acetamidobenzoieo.

308,~ Un procedimiento segdn la reivindicacién
27“, en donde Y es la sal de dimetilaminoisopropanol con

dcido p~acetamidobenzoico.

S
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318, ~ UN PROCUDIFIEE?O PARA PREPARAR ©-(HIDROXIAL
COHIL)-PURINLS, ’
Tal y como sé ha descrito en la Hemoria que ante-

cede y para los fines que se han especificado.

tas a mdquina por una sola cara.

Maaria.lk SET.1979

p.a. /)
Albe {zapyrw
Por Pod Z -

Esta Menoria consta de ochenta y ocho hojas escris
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