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métodos para a sua preparacio,

derivados.

Descricio

Descrigfio da patente de inven-

- g% de THE WELLCOME FOUNDATION

LIMITED, brit8nica, industrial
e comercial, com sede em 160

" Buston Road, london Wl 2BP,

Inglaterra, (inventores:
Svlvia Margaret Tisdale e Mar-
tin Jhon 8Slater, residentéds
em Englaterrag e Joel Van
Tuttle, Susan Mary Daluge,
Vayne Howard Millew, Thomas
Anthony Krenitsky e George
Walter Kosalks, residentes nos
BoUsBa); para "PROCESSO PARA
A PREPARAGAO DE DERIVADOS DE
2'=DESOH I« 2 LeFLUORC=-RIBONUCLEC-
SINCS © DE COMPOSICOES FARMA-
CHUCICAS QUE GS CONTEM*

A presente invencHs refersese a compos-
tos guimicos gue possuvem actividade anti-infeccicsa, aos

ds composigdes que os contém

e & sua utilizaglo em particular no tratamento de doencas
parasiticas e viricas. Mals particularmente, a presente ine
vengdo refere-se a 2'-desoxi-2'-fluoro-ribonucicosidos e seus




No 8wbito da quimioterapia anti-virica
existem poucos £irmacos que combatem eficazmente o virus
de per si, devido & dificuldade de atacar o virus sem simul-
taneamente prejudicar as células.hasgédeigas ngé'infectadas.
Recentemente verificou-se que algumas fases de desenvolvi-
mento do ciclo de vida do virus, as guais variam de espdeie
para espéeie, s¥o especificadas do préprio virus. Contudo,
devido & grande semélhanga entre as funcBes viricas e do hose
pedeirs, tem sido dificil identificar tratameﬁtcs eficazes.,

Bxiste um grupo de agentes patogénicos
viricos gue tem afligido a hupanidade desde tempos imemoriais
e gue tem sido responsivel pela morte de muitos milhdes de
pessoas ao longo dos séeulos e gue & constituido pelos.
virus da gripe. Esses virus particularmente os da gripe A
e B, constituem ainda hoje um dos principais agentes gue
provocam doengas respiratorias agudas em todo o mundo.

Os virus da gripe s¥o mewbros da fami-
lia dos virus Orthomyxoviridas de corddo negativo. Existe
outro virus de corddo negativo gue possui importante impli-
cag¥o sobre a salde que & o virus sincicial respiratdrioc
(V8R), o qual & um prneumovirus, um género da familia Para-
mixoviridas. O VSR & uma causa essencial das doengas do
tracto respiratério inferior durante a infincia e adoles-
céncia,

Os nucledsidos fluorados tem sido prese
critos para o tratamento de doengas viricas e parasiticas.
Por exemplo, o Pedido de Patente Buropeia EP-A-0 287 313
refere-se¢ aos 2',3'~didesoxzinucleosidos, substituidos com
fluor na posiglo 2*' para utilizagSo no tratamento dos virus
da imunodeficiéneia humena. O Pedido de Patente Buropeia
UF-A-0 219 829 descreve 2*-desoxi-2'-Zluoro-f-bh-arabino-
~furanosilenucledsides para utilizac%c como agentes anti-
-parasiticos, especialmente contra a leismaniase. Os Pro-
cessos para a preparagdio de alguns 2'-fluoro-2*'-desoni-ri-
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bonucleosidos foram descritos por "Uesugi et al., (Nu-~
cleosides and Nucleotides 2, 373-, 1983) e Ikehara et al.
(Chem. FPharm. Bull. 29, 1034-, 1981). ‘

Descobriu-se agora que, 0s compostos de:
férmula (I) e seus sais farmaceuticamente aceitdveis c@nétiu
tuem agentesfanti«inﬁeeeiosos, parﬁic&iarmente contra virus.
Dor exemplo, oS compostos de formula (I) sfo activns'cantra
o virus da gripe, particularmanﬁefnos casos da gripe A e B
e infecgBes provocadas pelo VBR, ¢ ainda no caso de certos
protozodrios, por exemplo, Trichowonas vaginalis e

Giardia lamblis, Ma formula {i)s

hid
&

{x)

¥ representa H ou Nﬁzs
. i representa um grupo ~NR3R% no gual R3

e R~ podem ser iguais ou diferentes e cada um deles re~
presenta individualmente hidrogénio, alquilo (G,-C/), alque-
nilo (C,-Cgi, ciclo-alquilo{C,~C,), sendo cada ‘grupo faculba-
tivo substituido por um ou varios &tomos de hidrogénio, ou
X representa um grﬁpa E*RS no gual % representa o itomo de
oxigénio ou de enxofre e R5 possul as mesmas significacBes
de R”, ou X representa um dtowmo de halogéneo ou de hidrogé~
nio; e '

Rl e Rg, os guais podem ser iguais ou di-
ferentes, representam individualmentes:
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- um grupoe hidroxi; ;
- um grupo. ée formula ~0¢0§6H em que
R6 representa um grupo d:.valente que pode ser alguileno
1=C¢ 6 alquenileno(c cﬁ}, ou czalo«al@uileno(% C;) de ca-
deia 1inear ou ramificada, sendo cada um deles facultativa-
mente substituido por ou ou varios grupos hidroxi;

. - um grupo de frmula -GI:G}%R?H em que - -
R representa uma ligac¥o covalente ou possui as significa-
Sy L3 6 )
gtes definidas para R ¢

~ um grupo ‘de formmia -cm&a-coong
&

em gue RS pogsul as significagties definidas antes e o e
seleccionado entre hidrogénio, alquil (c,wcz } ou alquenilo

(cl"cé> de cadela linear ou ramificada, sendo gqualguer deles
facultativamente substituido por um ou varics grupos hidroxis

- um grupo de i"@rmula -OCOR7-Z-A1:‘ em

qgue R possul as significsgBes definidas antes, Z representa
alternativamente uma ligaclo covalente ou um Atomo de oxigé-
nio e Ar vepresenta um anel aromdtice, por exemplo, um
anel arilo monmociclico (por exemplo fenilo) ou heteroarilo
{por exemplo, piridina), insuvbstituido ou substituido por
um ou virios Atowos &2 halogdnio ou por um grupo alquilo
(cl-a&ﬁ) ou alcoui (Cluc.?@} 5

- um grupo de férmula ;-GREH am gue Rﬁ
possul as significagBes defixxic‘ias antes;

- um grupo de formula -ORﬁ-'Z;-Ar en gue
RG, % e Ar possuem as significacles definigdas antes;

- um gropo de Furmula -@m&mgmm 11

L 13
em que R 0 g R ! possuem as s&gnixi@agﬁes definidas antes
para RB__:e Rg TEpresenta
-~ - hidrogénio,

- - alguilo (¢;~C,} de cadeia linear ou
ramificada facultativamente subsm.tuz.c}n por um virios gr'unos
hidroxi, mercapto, alcoxi ({31"33) ou alguil(c -Cgi-t:m,
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- - um grupo de férmula 2.2 em que
R;z‘representa um grupo alqnilenn(01~C4) facultativamente
substituido por um.ou virios grupos hidroxi e A representa um
grupo de formula ~COOH, =CONH,e I, ou ~ T~ (M) NH, ou A
representa um sistema em anel ciclico ou heterociclico, aromé-
tico ou n¥o aromdtico, possuindo entre 4 ¢ 11 membros ¢ conten:
do entre 3 e 10 &tomos de carbono e ainda O, 1, 2 ou 3 &tomes
de azoto no anel, sendo os Atomos de carbono e/aa os &tomos
de azoto do anel facultativamente substituidos por um ou
virios grupos hidroxis:

- um grupo de formula ~0co-r*3 en que
Rl3 representa um anel heterociclico possuindo entre 4 & 7
membros e contendo entre 3 e 6 Atomes de carbono e O, 1 ou 2
&tomos de azoto, sendo us Atomos de carbono e fou os dtomos
de azoto do anel facultativamente substituidos por um ou
vlrios grupos hidroxi; ou

- Ui grupe ester mono-, die ou tri-fos-
€ato,
A presente invencSc engloba adicionalmente
os compostos de frmula (I} e os scus sais parz utilizacdo em
terapia média.

Os grupos ester preferenciais de férmu-
las -OGOQﬁngﬂRls.ll e.~OC0~R;3 s¥o esteres de a-aminoicidos
gque ocorrem naturalmente abrangidos pela aefinigao anterior.
Como grupos ester especialmente preferides de férmula
-—GGOCﬁggﬁﬁloull refere~se agueles em gue Rg representa um
grupo alquila{@l—ﬁ4) e 0 ¢ gt representam ambos atomos de

hidrogénioc, por exemplo, valina ou alanina.

Faz-se ODSELVAr QUS 05 ComMpostios de fon-
mula (I} podem existir em diverses forwas tautomdricas e que
no case de X representar um grupo-CH, também pode representar
um grnpé OHOw Ds,éom@ostos‘&é'ﬁérmsla (I} 2 os seus sais tam~
bém podem existir nas formas a- au'jﬁmanﬁmérieas‘ By conse~
quéncia, considera-se englobafo no 3mbito da presente invenglo
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qualquer andmerc anteriormente a e B dos compostos de £ormula

(I} e correspondefites misturas.

Os compostos de férmula (I) e seus
sais farmaceuticamenﬁe aceitéveis serfio dagui em diante
designados apenas por compostos de acorde com a imvengdo, O
termo “ingrediente active" tal comp usado daqui em diante,
salve guando especificado de outro modo, refere-se a um
composto de acordo com a invencHo. |

A actividade dos ingredientes activos
contra as gripes A € B ndo era previamente conhecida ¢ a
presente invengHo proporciona também composiclies farwacsuticas
gue incorpora um composto de formula {I) ou um seu sal far-
maceuticamente aceitdvel, especialmente Gtil para inibir
o desenvolvimento da gripe A ou B nos mamiferos e nos seres
humanos. EZm consequéncia proporciona-se formulagoes sdlidas
que incorporam o ingrediente activo e um vefeculo sblido
ou uma formulac¥o inaldvel gue incorpora o ingrediente activo
e um velculo flufdo inaldvel.

A presenge inveng#o engloba taubém:

a) um método para ¢ tratamento cu para a profilaxia
de uma infecg¥o virica, particclarmente provocada
pelo virus da gripe ou uma infecoBSo provocada pelo
VSR ou uma infeccHlo provecada por protozoiriocs,
por exewplo, Irichowonas vaginalis ou Gigrdis lawblis,
num determinado hospedeiro, por exemplo um mamifero
incluindo os seres humanos & os murganbos, © gual
consiste em tratar esses mamiferc com uma gquantidage
eficaz n¥o téxica de um composto de acorde com a

invenglo.

b) a utilizac%io de um composto de xordo com a invenglo
para a preparac¥c de um medicamento para o tratamento
ou para a profilaxia de uvma infeccBo incluindo uma
infecg¥o virica, particularmente provocada pele vEtus
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da gripe ou uma infecg¥o provocads pelo VSR ou uma
infecglo provocada por protozodrios, por exemple,
Prichomonas vaginalis -ou Glardia lamblia,

Alguns dos compostos de férmulé () e seus
sais s3o compostos novos pelo gue constituem um aspecto adl-
cional da presente invengdo. Esses compostos novos sdo -os
anteriormente definidos para a férmula (I) com excepg¥o dos
casos em gque Rl e Rz representam individualmente um grupo

hidroxi ou Rl representa um ester wono-, di~ ou tri-fosfato na

posic¥o 5' e R” representa um grupo hidroxi ou R* representa
um grupe hidroxi e Rg representa um ester mono«, di~ ou tri-
~fosfato na posigdo 3' & em alternativa {a) ¥ representa

um grupo OH e ¥ representa um grupo NH, ou # ou (b} X
represeénta um grupo Zﬁ%z e ¥ representa H.

Os compostos preferenciails de acordo com
a inveng¥o englobam agueles ew gue Rl e R? represcntam
ambos o grupo OH ou em alternativa Rl représenta un nonow-
fosfato € R2 representa um grupo OH, ¥ representa H ou Ni,
e X represents um grupo -12%* no gual R® e 14‘{4; os quais
podem ser iguais ou diferentes, representam i, alguilc
-(01-05), ou X representa um grupo ZeR" no gual £ representa
0 ou S & R™ representa alquilo (€y~Cg) ou ¥ representa um
4tomo de halogénes ou de hidrogénio.

Os compostos particularmente preferen~
clais de férmula (I) englobam agueles em que Rz' = R2 represen-
tam ambos o grupo OHG, ¥ represents iﬁfxz e % gepresenta
H, OH, NH, ou Z-R™ em gue Z representa O e B~ representa
alquileicl-cié).

Como exemplos de composios especial-
mente preferidos de fOrmula (I) indica-se:

(1) 2, 6-diamino~9-(2-desoxim2~fluorc-f-D-ribofuranosil) =~
~9H-purina

- T -
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(2)

(3)

(4)

2-aming-9« (2-desoxi-2-fluoro=--D-ribofuranosil ) ~9kH=
-purina

9w (2-desoxix2«Fluore~p-bD~ribofuranosil) guanida

2~aming=9= { 2«desox i=2=Fflucro«fuDuribo furanosil ) = 6=
~metoxi-9i~purina. ’

A presente invencSo engloba também um

processo para a preparagdo de novos compostos de férmula (I)
e seus sals farmaceuticamsnte aceitfveis, o gual consiste, em
alternativas

{a)

fazer reagir ums base de purina de formula Pul em
que Fu representa o residuo purina;

{ry)

(em que X e ¥ possuem as significacBes definidas
antes), ou um seu sal, com um composto de Férmula
(11} '

el
3

em gue Rl e Rz possuem as’ significacBes definidas antes e W
representa um ester fosfato ou um seu sal ou em alternativa
um radical purina ou pirimidina (diferente de Pu), para pro-




)

porcionar um composto de férmula (I);

fazer reagir um composto de fOrmula (III)

a

g
P

{zx1})

(em que 3, ¥5, B% e R representam respectiva-
mente os grupos %, ¥, R}‘,.. 8 R’z anteriormente defini-
dos ou uima forma precursors, por exemplo, protegida,
de um gruno desse tipo desde que pelo menos um dos
simbolos X, ¥. R & »% represente uma forms precurw
sora) com um agente gue sirva para converter a refe-
rida forma precursora do{s} grupo(s) no(s) corres-

pondente(s) grupols) desejado(s);

(i) por reacg¥o de um composto de férmula (I) em
gue pelo menos um Jdos radicais Rl e Rz represerw
tam um grupo hidroxi com um agente adeguado gue
slrva para converter esse gruso hidroxi num

grupo alternative representado pelos radicails
3.1 e/on R,

{ii) por riacg%!a dz um cowposto de formula (I} em
gue R~ e/ou R™ n¥o representam hidroxi, com um
agente que sirva para converter os referidos

radicaisg Rl e/ou RZ num grupe hidroxi.




O processo (A), que & particularmente
adeqguado para a preparaglo de compostos de férmula (I) em
que Rl € R2 representam ambos hidroxi e Y representa H ou
NHZ, pode ser realizado enzimaticamente fazendo reagir a base
de purina de fOrmula Pu em gue X e ¥ possuem as significacBes
definidas antes, ou um seu sal, com um composto de férmula
(1) '

i 4]

W , (ZI)

Rz r

5
-

(em gue Rl e R™ posgsuen as significag¥es definidas antés e

W representa um ester fosfato ou um seu sal ou um radical
purina ou pirimi&iﬁa,{dﬁferegtes de Pu)), em presenca de
pelo mencs uma enzima fosforilase tal como a fosforilase do
nucleosido da purina ¢ a fosforilase ga timidinas um fosfa-
to orgdnico ov um seu sal, ou uma enzima transferese, por
exemplo, H-desoxiribosil-transferase, Para oS objectivos
desta reacg¥o é preferivel que o ragical purina ou pirimidina
se encontre na posicdo P e que o ester fosfato ou o sal se
encontre na posiglo ¢.

A base de purina adeguado de férmula
Fui pode ser obtida comercialmente, por ezemplo, em "Pacific
Chemical Laboratories ou Sigma Cpemical Conpany" ou pode
ser preparada por métodos convencionais bem conhecidos pelos
especialistas na matéria ou por processos vulgarmente
descritos na literaturs guiwica, Por exemplo, as bases de
purina em qgue o substituinte da posiclo 2 & amino ou hidro-
génic e o substituinte da posiclo 6 é amino ou metil-tio, podem
ser obtidas comerclalmentd, as purinas em que os substituin-
te da posicHo 2 & amino ¢ o substituinte da posicd3o 6 & um
grupo metil-amino podem ser preparados em conformidade com o
métode de tontgomery e Holum (J.A.C.S. 80:404, 1958). As pu-
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rinas em que o substituinte da posic3c 2 é amino e o subs-
tituinte da posig¥o 6 & alcoxi, por exemplo, metoxi, podem
ser preparadas pelo método descrito por Belsiger e Montgomery
(3. Org. Chem. 20 : 1573, 1960}.

Os compostos de férmula (II) podem ser
preparadas por métodos bem conhecidos por um especialista na
matéria ou podem ser facilmente preparados por processos des-
critos na literatura guimica. Por exemplo, & possivel prepa-
rar l-{2-desoxi-2-fluoro-p-D-ribofuranosil)uracil pelo método
descrito por Codington et al, (J. Org. Chem. 29 3 558, 1964),
£ possivel preparar 9-(2~&esoxi—Baﬁluorn-@—D~ribofuranosil?
adenina pelo método descrito por S. Uesugi et al (Nucleosides
und Nucleotides 2, 373-, 1983).

No que dis respeito ac processo
(B), o qgual & particularmente adequado para a preparaclo de
compostos de férmula (I) a partir de compostos ge férmula
(II1) em que Rla e R%? representam ambos hidroxi, os grupos
protegidos %™ ?a. R;a e Rﬁa dos compostos de £férmula (III)
podem Ser protegidos com grupos de protecgfio hidroxi e amino
convencionais tais como os grupos acilo, por exemplo,
alcanollo tal como o benzoilo, ou grupss aroilo tais como
acetilor grupes aralguile, por exemplo, um grupo benzilo; ou
grupos trialguile-sililo tais como o grupo terg-butil-dimetile
-gililo, sendo o tipo particular de grupo de proteceZo utili-
zado dependendo da natureza do grupo gue se pretende protegér.

O grupo de protecgdc podes ser depois
removido enzimaticamente, por hidrogenolise ou por hidrdlise
dcida ou alcalina. Os grupos acilo tipicamente removidos por
hidrdlise alcalina. ©s grupos acilo s¥c tipicamente removidos
por hidrdlise alcalina e os grupos sililo por hidrolise
&cida ou pelo iNe fluoreto. Os grupos aralguilo tais como o
benzilo s¥o removidos vantajosamente por hidrogenolise catalf-
tica, tipicamente em presenga de um catalisador tal como o
palédio~em~carvio ou por reacgdo redutors, por exemplo, com
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um metal alcalino {porexemplo, o s8dio) num solvente adequado
tal como a amdnia ligquida. Descobriu-se gue a utilizagfo de
um grupo de protecg¥o benzilo, & particularimente vahtajosa
para a preparagdc de compostos de formula (I) em que X rew
presenta um grupo hidroxi ou amino.

Para a preparacto de um composto de
féromla (I} na gqual Rl e/ou Rz representam um grupo de f£ére

mula OCOCHRQ 10 ll; em gue conformidade com o processo (B),
o8 grupos R&a e/fou Rza podem' sexr protegidos, por exemplo.

com 9-fluorenil-metil-oni~carbonilo (FMOC)}, iterc-butil-oxi-
~carbonilo (tBOC) ou carbobenziloxi (CBZ) e podem ser’'des—
protegidos por meios donvencionais para proporcionar um amino-
4cido de férmula CoROMRIC rtL,

- O composto inicial de £ormula (III) pode

ser preparado convenientemente fazendo reagir uma base de
purina adequada ¢e férmula (IV)

{Iv)

em gue x° e ¥° possuem as significagles definidas antes, -
ou o seu sal, com um nucledsido da pirimidina contendo o resi-
duo aglicar adeguado, por exemplo, l=({2-desuxi«2-fluorgef~D- '
~-ribofuranosil)uracil em presenca de uma ou virias enzimas
fosforilase, por exemplo, a fosforilase do nucledsido da pu~
rina ¢ a fosforilase da éimi&ina, ou uma enzima transferase,
por exemplo, ;i—éeégxiribesil-transferaseQ

, Em alternativa & possivel preparar gui-
micamente um composto inicial da fruwla {III)} anteriormente
definida, fazendo reagir um composto de £fOrmula (IV) em que
xa e 'Ya possuem as significagBes definidas antes, ou um sen
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derivado sililado, ou um Seu sal, com um composto de fdrmula
{(I1} em que Rl e,ﬂz possuem as‘significagﬁes definidas antes
ou outras formas de hidroxi gtqtegiﬁéSze W representa um gru-
po removivel adequado, por exemplo. um Ztomo de halogéneo

tal como cloro, um grupo aciloxi tal como o acetoxi, um grupo
alecoxi tal como o metoxi, em presenca de um catalisador tal
coho o cloreto de estanho (IV) ou o triflato de trimetilesilie-
1o num solvente adeguado tal como o acetonitrilo.

’ ' As bases de purina de férmula {IV) podem
ser preparadas a partlr de uma eerrespandenhe base de purina
em que o substituinte da posiclo 6 & um grupc removivel ade-
Quado. por exemplo, um &tomo de halogéneo tal como o cloro,
por deslocamento nucleefilico do referido grupo, Deste modo,
& possivel preparar nwe base de purina de férmula (IV) em que
xa representa um grupo benziloxi, por exemplo, fazendo o tra-
tamento da correspondente G-cloro-purina com um dlcool tal
como o &leool benzilico ew presenga de uma base, por exem-
plo, o hidreto de sddic num solvente adeguado tal como o
tetra~hidrofurano (THF). As bases de purina de férmula (IV)
em gue x® representa um grupc benzil-amino podem ser prepara-
das por tratamence da correspondente 6-cloro-purina com uma
amina, por exemplo, com benzil-amina em presenca de uma
base, por exemplo, uma amina tal como a trietil-amina num
solvente adequado tal como o meitanocl. Isses bases de purina
utilizadas anteriormente como materiais de partida podem ser
obtidas comercialmente (Aldrich Chemical Company) ou prepar-
das por métodos bem conhecidos pelos especialistas na maté-
ria ou que se encontram amplawente descritos na literatura
quimicas

0s nucledsidos de pirimidina utilizados
na preparagdo anterior dos compostos de fdrmula (III) podem
ser preparados por métodos bem cemhecildos pelos especialis-
tas na matéria ou por métodos amplamente descritos na litera-
tura quimica. FPor exemplo, & possivel preparar 1~ {2=-desoxi-
= 2=fluoro-fB-D=ribofuranosil)=pirinidinas, tal como l=(2-




~desoxi~-2-£fluoro-B-D-ribofuranosilluracil pelo método des-
crito por Codington et al (J, Org. Chem. 29 : 558, 1964).

Faz-se observar que og compostos de

férmula (III) podem representar compostos de acordo com

a invenclo pelo que, por exemplo, x° pode representar um
grupo de fbrmula ~NR R~ em gue 33 € R~ possuem as significa-
gOes definidas antes, Esses compostos podem ser tratados
com uma enzima desaminase tal como a desaminase da adenosina
para serem convertidos num composto de férmula (I} em que X
representa um grupe hidrozi.

. B possivel converter um composto de
férmula {I) em que Rl e/on 1%2' zegpreosentam um grupo hidrd;;i,
num correspondente ester farmaceuticamente aceitdvel de ‘
férmula (I), conforme anteriormente definido, por reacglo
com um agente de esterificacHo adeguado de acordo com mé-
todos conhecidos na especialidade, por exemplo, recorrendo
ao método descrito por Martin et al. J. Fharm, Sei. (1987)
76, 180~(. Sendu assim, para a preparaclo de esteres de
8cidos carboxflicos apropriados tal como definido antes,
¢ composto inicial de fdrmula (I) pode reagir com um anidro
dcido ou com um halogeneto &cido, por exemplo, o cloreto
correspondente a nm acido carbozilico de £5rmmla QCCOOH

em gue { representa um grupo a-RGZ—Z,. m’z%SSGQR&, -R7~v2~Ar’,

~car WRORM ou ~rYY em que &%, Y, 28, &Y, 1, RIY, RY3,
2 e Ar possuem as significagBes definidas antes, em presen~
¢a de uma base adeguada tal coms a trietil-amina. Em ale

ternativa, o 8cido de férmula QCOOH pode reagir com um COm

posto de £ormula (I} em gue R~ e/ou R® representam um

grupo hidroxi, em presenga de um agente de.acoplamento tal
como a diclclo-hexil-carbo-di-imida.

O anterior waterial de partida de £or-
mula (I1) em que r' e/ou &3 representam hidroxl pode reagir
com um agente de esterificagdo e o composto resultante pode
reagir com a base de purina de fHrmula Puil em 'carzf_crmidac‘ie
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 férmula {I) em que g e/ou r? representam hidroxi num correse

com © processo {A).

Os compostos de acordo com a invenglio
em gue Rl e/ou Rz representam esteres mono-, di=-, ou tri-foge
fatp podem ser preparados a partir de compostos de £5rmula (I)
em que Rl e/ou R? representam hiéroxi por sucessivas fasfari—
lagles através de éler:s.vadou WONG =, da.a—, e tri-fosfato por
meios guimicos eanvencmnams ou por mcsios enzimétwos, por
exemplo, utilizando uma guinase de um nucledsido ou a fose
fotransferase em presenga de um trifosfato de um nucledtido.
por exemplo o ATP, '

# possivel converter um composto de

pondente eter farmaceuticamente definide, por reacglio com um
agente de alouilaglc adequado pOr um processo convenca.onal,
por exempls, vtilizande um cempam:e de foérmula G E“xal em gue
Q@ representa um grupo «-R i ou »Ra-zuﬁr em que Ra & Ar
possuem as significagBes definidas antes e Hal representa

um &tomo de halogéneo, por exemplo, o i0do.

Em alternativa, esse agente de alguilag¥g
pode reagir com um aglcar de fmrm&zl&

o

HG P

(em que V representa um grupo alcoxi tal como metoxi, ou um
grupo aciloxi tal como acetoxi) para proporcionar um corres=
pondente 3*-, 5'- ou 3%, 5'-di~&ler, {Bessodes M et al,
Synthesis (1988)560) e depois faz-se a condensacfo do éter
resultante com uma base de purina adeguada de £érmula Pul
para proporcionar um nucledside que & seguidamente desprotegi~
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do em conformidade com o processo (B) anterior.

~ No casc de o produto obtide a partir do
primeiro passo do processo anterior ser um monoéter, por
exemplo, um 5*-&ter, o outro grupc hidroxi pode reagir com
um dcido carboxilico ou com um seu derivado, por exemplo,
um anidrido &cido ou um halogensto &Acido, por exemplo um
cloreto correspondente a um Acido carboxilico de férmula OCOOH
em gue Q possul as significagles definidas antes, para pro-.
porcionar um aglicar wonodter-woncester, por exemplo, um
aglicar 3'-ester-5'-&ter. Este aglicar pode ser condensado
com uma purina adecuada para proporcionar um nucledsido
conforme referido antes, ou conforme descrito por Codington
Je Fs gt _gl. Carbohyd. Res. (1966} 1,455.

Os compostos da invengdo também podem
ser obtidos a partir dos compostos de fOrmula I', em que
I* representa um composto correspoadente ao composto de
férmula (I) na gual oz grupos & e &2 suo substituidos por
outros grupos de protecglio. Bsses grupos de protecgfo dife-
rentes podem ser rewovidos ou podem reagir para proporcionar

grupos Rl e «.2

conforme definido antes.
Os composios da invengdo, no caso de seren
produzidos pelo processo descrito antes, podem ser utiliza-
dos para proporcionar compostos da invencglc em gue R;l e/on
Rz representam o grupo hidroxi, fazendo a desprotecgdo dos
grupos éter e/ou ester.

‘ Consoante as condig@es de processo e 08
materiales de partida assim se obtem o produto final de
férmula (I) na forma de base livre ou de um sal. Os produtos
finais na forma de base livre ou de sal consideram-se englo-
bados no &wbito da invengHo. Assim, & possivel obter sais
alcalinos, neutros ou mistos e também sob a forma de hemi-,
mono-, sesqgui- ou poli~hidratos. Og sais por adic¥o de &cide
destes novos compostos podem ser transformades, por um pro
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cesso conhecide de per si, numa base livre utilizando agentes
alcalinos tais como os compostos alealinos ou por permuta idn
ca. As bases livres obtidas também podem formar sais com
&cidos orginicos ou inorginicos.

¢ " 0s sais de acordo com a invencSo que podem
ser'atilizaacsréonvenientementé em terapia englobam os sails
de bases farmacsuticamente aceitiveis, por exemplo, deriva-
dos de uma base adeguada, tais como oS sais de metais alcalie
nos (por exemwplo, o sddio), e de metais alcalino-terrosos
(por exemplo, o megnésioc), sais de ambnio e i, (em que X
representa alguilo(S;~C;}).

A presente invenc¥o tawbém engloba os no-
ves intermedifrios seguintess

2—amine~6~benzi1~amina~(z-desdxi-2~fluorc~
=B-Dwribofuranosil)=-9H-purina, -

Z=amino=6-0enzil-oxi={ 2«degoxie 2= flnoro=
~f=Deribofuranosil)-9H«purina, e

2-aninom=t=-benzil=tig={-desoxi=2=fluoro-
«BeD-ribofuranosil)~9H-purina.

0s compostes de acordo com a presente
inveng¥o podem ser administrados a pacieﬁtesizais como o8
mamiferos incluindo os seres humancs, por gualguer via ade-
quada ao estado gue se pretende tratar, sendo as vias ade~
quadas a oral, pulmonar, rectal, nasal, tdpica {incluindo a
bucal e a sublinguall), vaginal e parenteral (incluindo a
subcutdnea, a intramuscular, a intravenosa, a intradermal,
a intracecal e epidural). Faz-se observar gue & via prefe-
rencial variard, por exemplo, com @ estado do paciente.

A guantidade necessria de ingrediente
active individual para ¢ tratamento de uma infecg¥o virica
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incluindo as infecgBes de gripe e de VSR dependeri de nume-
rosos factores incluinde a gravidade do estade gue se pre-~
tende tratar e a identidade do paciente e deverid ser pres-
crita de acordo com o critério do médico assistente, Em geral,
considera-se uma dose eficaz adequada a que estd compreendie-
da entre 0,1 e 100 my por guilograma de peso carporal de pa=
clente por dia, e de preferéncia compreendida entre 5 e

30 mg por quilegrama de peso corporal por dia e mails prefe-
renclalwmente compreendida entre 10 e 20 mg por quilograma de
peso gorporal por dia; a dose dptima € de 15 mg por quilo~
grama de peso cm:por'c.l por dia {salvo guando especificado
de outro modo todos os pesos de ingrediente activo s¥o caluu~
lados tomande tomo refer@ncia o composto original; para os
correspondentes sails e esteres os niimeros serfo acrescldos
proporcionalmente). A dose eficaz pode ser apresentada facul-
tativamente sob a forma de duas, trés, guatro ou mais sube
~doses administradas a htervalos de tempo adeguados ao

longo do dia. Essas sub-doses podern ser administradas em
formas de dosagem unitirias, por ezemplo, contendo entre 1

e 2 000 mg e preferencialmente entre 20 e 500 mg e mais pre-
ferencialmente entre 100 e 400 mg de ingrediente activo por
forma de dosagem unitiria.

oo Os compostos de acorde com a presente
inveng¥o podem ser adwinistrades isoladamente ou em combina-
g0 com outros agentes terapeuticos, por exemplo, com a
mantida ou com rébavz.rma, as guais so agentes anti-gripe
conhecidos, ou com um analgésico, por exemplo, codelna,
paracetamol, aspirinz, ibuprofeno ou com um agente anti-
~inflamatério tal como a indometacina, o Zcide mefenimico,

0 naproxenc ou o ibuprofenc ou com guaisguer outros agentes
gue ao serem combinados com um composto de acordo com &
inveng3o proporcionem um efeito terapeutico bendfico.

Embora seja possivel administrar os com-
postos da inveng¥o isoladamente torna-se preferivel incorpe-
rar-los em formulacB®es farmaceuticas. As formulag®es de acordo
com 2 presente inven¢¥o incorporam pelo menos um ingrediente
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activo, tal como definido antes, em conjunto com um ou vi-
rios veiculos farmaceuticamente aceitdveis e facultativamente
contendo tanbém outros agentes terapeuticos. 0Os vefculos
devem ser aceitfveis sionificativamente isto gue devem

ser compativels com os outros ingredientes da formulag¥o

e n¥o devem ser nocivos para os pacientes.

As formulacBes englobam todos agueles
gue slc adequados para a2 administrag¥fo oral, pulmonar, rec-
tal, nasal, tdépics (incluindo z bucal e a subluingual)
vaginal ou parenteral {(incluinde a subcﬁténea, a intramuscu- -
lar, a intravencsa, a inﬁradermal, a intracecal e a
epidural). A apresentacBo das formulaclies faz-se conveniente-
mente numa forma de dosagem unitéria podendo ser preparadas
por guaisquer métodos éanheéidas na egpeciaiidade de farmi~
cia. Esses métodos englobam o passo de misturar o ingredien-
te activo com o velculo o qual constitul um ou vé;ios ingre*
dientes acessérios. Bm geral, as formulagBes so preparadas
misturande uniforme e intimamente o ingrediente activo com
velculos 1{quidos ou com veiculos sélidos finamente divididos
ou com ambos & depois, se necessario, dando uma configura-
¢%o adequada ao produto. . '

As formulacBes de acordc com a presente
invengdo adequadas para administracdo oral podem ser apresen-
tadas sob a forma de unidade discretas tails como as chpsulas,
as pirulas ou os c@mprimiﬂés contendo cada unidade uma guan-
tidade predeterminada de ingrediente activo:; sob a forma de
pd ou de granulos; sob a forma de uma solugdo ou de uma sSus-
pens¥o num liguide aguosc nu num liquiéc n3o aguosar ou sob
a forma de uma emuls¥o de tipo Sleoe-em-Agua ou de tipe dqua-
-em-6lec. O ingrediente activo também pode ser apresentado
em ampola ou sob a forma de pasta ou pode estar contido em
lipossomas. 7

Ag pastilbas podem ser preparadas por
compress¥o ou por woldagem, opcionalmente com um ou virios in-

- 19 =




gredientes acessdrios, As pastilhas comprimidas podem ser
preparadas utilizando uma miquina adequada para comprimir

0 ingrediente activo sob uma forma que flua livremente

tal como o pd ou os grénulos, facultativamente misturados
com un ligante (por exemplo, povidona, gelatina, hidroxi-
~propil-metil-celulose), com um Lubrificante, com um diluen=
te inerte, um conservante, um agente desintegrador (por
exempln, o glicolato de amide de s5dic, povidona reticulada,
carboxi-metil-celulose de s6dio reticulade), e com um
agente tensio-active cu dispersante. As pastilhas moldadas
poden ser preparadas fazendo a woldagem, numa wmiquina
adeguada; de uma mistura de composto pulverizade misturando
com um dilusnte 1iguido inerte. Fooultativamente as pasti-
lhas podem ser revestidas ou entalhadas e podem ser formula-
das de tal wods que proporcionem 2 libertag8o lenta ou con-
trolada do ingrediente astivo nelas contido, por exeuplo,
hidroxi~propilemetil-celulose em proporgBes varidveis

para proporcionar o perfil de libertagdo desejado.

, £ posssivel preparar uma cipsula en-
chendo~-a com um p& solio ou cempriﬁidﬁ utilizando uma mi-
quina de enchimento adegueda, opcicnalmente com um ou varios
aditivos. Como exemplos de aditivos adeguades refere~se os
ligantes tais como a povidona, e a gelatina , os lubrifican-
tes, os diluesntes inertes, ¢ og agentes desintegrantes para
as pastilhas. Também & possivel preparar formulagBes de
cipsulas contende grinulos ou sub-unidades discretas que PrO=-
porcionem a libertac®o lenta ou controlada do ingrediente
pretendido. Igto pode ser conseguldo fazendo a extrusio
e a esferonizag¥o de uma mistura himida contendo o firmaco
mais um auxiliar de extrussHo {@Orlﬁﬁemplﬁt a celulose mi-
crocristalina) e ainda um dilneﬁte‘talrcomo a lactose. Os
grinulos esferdides assim obtidos podem ser revestidos com
uma membrana semi-permedvel (por exemplo, etil-celulose,
Budragit WE30D) de modo a consegulr-se propriedades de 1i-
bertagdo sustentada.




Para administraclo tépica as formula-
¢Bes sdo aplicadas prefencialmente como unguentos ou como
cremes contendo o ingrediente activo numa quantidade com-
preendida por exemplo entre 0,075 e 20% p/p, e de prefe-
réncia entre O,2 e 15% p/p e mals preferencialmente entre
0,5 e 10% p/p. Se a formulac¥o for sob a forma de unguento,
o8 ingredientes activos podem ser Incorporados numa base
parafinica ou de um unguento miscivel com Aguas Em alterna-
tiva os ingredientes activos podem ser incorporados numa
formulacBo sob a forma de um creme 2 base de uma emuls3o
de tipo Slec-em-agua ou dgus-em-Sleo.

Se deselado, a fase aguosa do creme
pode incorporar, por exemplo, pelo menos 30% p/p de um 8l-
cool poli~hidrico, isto &, um &lcool gue possua dois ou vé-
rios grupos hidroxilo tals como o propileno-glicoel, butano-
-1l,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol e polietileno-~-glicol
e suas misturas., As formulagles para aplicacdo tdpica podem
incorporar desejavelmente um composto que melhore a absor-
¢%o ou a penetrac¥o do ingrediente activo através da pele e
de outras &reas afectadas. Como exemplos desses agentes gue
incrementam a penetrac¥o dérmica refere-se o dimetil-sul-
féxido e compostos afins.

A fase oleosa das emulsBes da presen-
te inveng¥o podem ser constibuidas por ingredientes conhe-
cidos e por um processo conhecido. Apesar desta fase poder
incorporar apenas um emulsionante (também conhecido por
emoliente) é‘d&ﬁﬁjéVﬁl-que incorpors uma mistura de pelo me~ |
nos um emulsiomante com ume gordura ou com um Sleoc ou si-
nultaneamente com uma gordura e com um Sleo. De preferén-
cia incorpora-se também um emulsionante hidrofilico em con-
junto com um emulsionante lipofilico que actua como esta-~
bilizador. Também & preferivel incorporar simultaneamente um
éleo e uma gordura. Contuntamente, o{s) emulsiomante(s) com
ou sem estabhblizador(s) forma{m) a designada cera emulsio-
nante e essa cara em conjunto com o 8leo efou a gordura cons-
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tituem a designada base de unguento emulsionante a qual for-
ma a fase dispersa ovleosa das formulagBes cremosas.

Os emulsionantes ¢ os establlizadores em
emuls¥o adeguados para utiliéagae=nas fbrmﬁlagﬁes da presen-
te inveng¥o englobam "Tween GO", “Span 80", 3lcool cetostea-
rélico, 4lcool miristilico, monoestearato de glicerol e lau-
ril-sulfato de sddio.

A escolha de dleos ou gorduras adequados
para a formulagso baseia«se‘nas.pragrieéaaes cosméticas dese-
gadas uma vez que & muito baixa a solubilidade do ingrediente
activo na maior parte dos &leos frequentemente utilizados em
formulacBes de emulsSes farmaceuticas. Deste modo, O creme
deverd ser preferencialmente um produto n¥o gordurosc, gque
ndo manche e que‘seja lavivel, e com uma consisténcia adegua-~
da para evitar gue escape dos tubos ou de outros recipiente5‘
% possivel wtilizar esteres alguilicos mono- oun di-bisicos
de cadeils linear ou ramificada tals como o di-isocadipato, o
estearato de isocetilo, e diester propileno-glicdlico de
dcidos gordos de coco, o miristato de isopropilo, o oleato
de decilo, o palmitato de isopropile, o estearato de butilo,
o palmitato de 2-etil-hexilate ou uma mistura de esteres de
cadela ramificada canheéides por “Crodamol CAP", sendo os
trés (ltimos os esteres preferidos. Podem ser utilizados
isoladamente ou em combinag¥o consoante as propriedades
pretendidas, Em alternative, & possivel utilizar 1fpidos de
elevado ponto de fusfe tais camo‘a,parafina macia refinada
e/ou a parafina liguida e ainds outros dleps minerais,

As formulacBes adeguadas para adminis-
traglc tdpica sobre os olhos englobam também as gotas ou
colares em gue o ingrediente activo se encontra dissolvido
ou em suspens¥o num veiculo adeguado, especialmente um sol-
vente aguoso para ¢ ingrediente activo. O ingre&ieﬁte activo
encontra-se presente nessas formulagBes de preferéncia
numa concentracdo varifvel emtre 0,5 e 20%w vantajosamente
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compreendida entre 0,5 e 10% ¢ particalarmente cerca de 1,58
p/pe

Ag formelagSes adeguadas para administra.
c%o tdpica no interior da boca englobam os lozangos que in-
corporam o ingrediente active numa base aromatizads, gerale
mente a Sacavose & a goma de acfcia ou a goma alcAntira;
pastilhas cous incorporam o ingeediente activo nums base iner-
te tal como 8 gelatina e 5 gliverina, ou sacarose e goma de
achelar e ainda 1iguidos para bochochar gue incorporam o ine
grediente activo nun vefculo liguido adeguado.

As formalacBosn para administraglc rece
tal podem ser apresentadas sob a forma de supositérios com
uma base adeguada contendo, por exemplo, manteiga de cacau
ou um Alcool gorde superior {por exemlo, cera dura referida
na *Suropesan Fharmacopeia™) on triglicéridos e fcidos gordos
saturadas {por exemplo, Pitepsoll.

Ag EpraulogBes adegundas pars adninlotrae-
clo nasal em guz o velculs & wn s61ido incorporam um pd
grosso que possul particulas com dimensBes corpreendidas enw
tre 20 e 500 micra o gual & adninistrado por aspiragio, isto
&, por ripida ialag¥o através da passagem nasal a partir de
um recipicnte gue contée o o8 e 0 gual & mantido préximo do
nariz. 4s formilagBes adecuadas em gue o vefculo & um 1igquido,
para administrac®s do tipo acpers¥e nassl ou oowe gotas nasais
incorporam solw¥es aguosas on oleosas contends o ingrediente
activo.

Ay formulagBes adeguadas para adminise-
trag%o por inalagio englobam as poeirss de particulas finas
on as névoss geradas rocorrendo 3 utilizacfo de giversos tipos
de aerosséis, nebulizadorcs ou insufladores pressurizados de
doses calibradas,

- 23 e




Para administrac¥o pulmonar através
da béca, as dimensBes das particulas de pd ou das goticulas
varia tipicamente entre 0,5 e 10 um, e de preferéncia
entre 1 e 5 um, para garantir o seuw fornecimento 3 &rvore
bronguica. Para administracBo nasal & preferivel que as
particulas tenham dimensSes compreendendo entre 10 e 500 um pa
ra garantir a retencdo ns cavidaﬁe'nasal.

, ~ Os inaladores de doses calibradas s¥o
distribuidores de tipo aerosol, contendo tipicamente
uma formulaclo do ingrediente activo em suspensdo ou soluglio
num liguido propulsor. Durante a utilizacBo destes @ispositi~
vos efectua-se uma descarga da formulac¥o através de uma vil-
vula adaptada para fornecer um volume calibrade, tipicamente
compreén&ido entre 10 e 150 ul, proporcionando uma aspersio
de particulas finas contendo o ingredienté activo. Os propul-
sores adegquados englobam ¢ propano e o butano, alguns compos—
tos de cloro-fluoro=carbono, wvulgarmente designados por
“CFCY, por exemplo, o dicloro-diflucro-metanc, o triciclo-
-fluwro-metanc, o dicloro-tetrafigoro-etanc, ou suas misturas.
Adicionalmente as formulagties podem conter co-solventes, por
exemplo,0 etanol e agentes tensio-activos tais como o fcido
oleico ou o trioleato de sorbitans, anti-oxidantes e/fou
agentes aromatizantes adequados.

Os nebulizadores s8o dispositivos comer-

cialmente disponiveis gue transforman solugfes ou suspensBes
do ingrediente activo numa névoa terapeutica de tipo aerossol
acslerando um gds comprimido atravds de um orificic de Ven-
turi estreito, sendo esse-gés tipicamente o ar ou o oxigénio,
ou ainda recorrendo & agitaglo ultra~sdnica, Ag formulacBes
adequadas para utilizag¥o nos nebulizadores s¥o constituidas
pelo ingrediente activo num veiculo licuido e contédm atd

40% p/p da formulac¥c e preferencialmente menos do que 20%
p/p. Tipicamente o veiculo & a &gua ou ums solucfio alcoblica
aguosa diluida, a qual se tornou prefersncialmente isotdnica
com os fluldos corporais por adigBo, por cxemplo, de cloreto
de sbdio. Os aditivos facultatives englobam os conservantes
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no caso de a formulac3o n¥o ser estéril, por exemplo, ©
hidroxi-benzoatn de metilo, aﬁti—exi@antest agentes aromatie
zantes, Oleos voliteis, agentes tamp¥o e agentes tensic-ac-
tivos. | .

Ag formulagBes adeguadas para adminis-
trac8o por insuflac¥o englobam os pds finamente triturados
que podem ser fornecidos por meio de vm insuflador ou intro-
duzidos pela cavidade nasal por aspirac8o. Pars utilizacHo
com um insuflador o pd encontra-se contido em cépsulas ou
cartuchos, normalmsnte feitos de gelatina ou de plastlco,
os guais s8o perfurados cu abertos in gitu sendo o pd expos-
to ao ar removido por um dispositivo para inalacHo ou em ale
ternativa fornecido por meio de uma bomba activada manual-
mente. O pd utilizado no insuflador & constituido apenas pelo
ingrediente activo ou & uma mistura pulverulenta que contédm
o ingrediente activo, um diluvente pulverulento adequado
tal como a lactose e facultativamente incorpora também um
agente tensio-activo. O ingrediente activo constitui tiplcae
mente entre 0,1 e 100% p/p da formulaclo.

As formulagBes para aerossdis pressuri-
zados para inalacdo s¥c calculadas de tal wodo gue cada dose
calibrada contenha entre 0,05 ¢ 5 my de um composto da in-
vengo. De modo identico, as formulac@es em pd para insufla-
¢do s¥o calculadas de tal wmodo gue cada dose unitiria conte--
nha entre 0,5 & 50 mg. As As formulag®es em solugdo ou em
suspens¥o para nebulizac8c s¥o calculadas de tal modo que as
doses fornecidas variem entre 1 @ 1500 mg. Os compostos de
acordo com & presente nvengﬁa ou correspondentes formula-
¢Bes podem ser administradas através desses dispositivos
uma ou varias vezes por dia, aplicando-se em cada ocaslaa
uma ou vérias doses, por exemplo, trés ou guatro.

Az formulagles adequadas para administra-
gdHo vaginal podem ser apresentadas sob a forma de pessirios,
tamples, crewmes geles, pastas, espumas ou formulagles para
aspersdo contende para além do ingrediente activo veiéulos
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bonheclidos na especialidade conforme for apropriado.

As formulacBes adeguadas para adminis-
trag¥o parenteral englobam as solugSes injectdveis estéreis
aguosgas e'nﬁofaqucsaé as guais podem conter anti-oxidantes,
tamptes, bacteriostatoes e solugos que hornam a formulacHo
isotdnica com o sangue do paciente visado; e as suspens¥es
estérels aguosas & n3ic aguosas gue podem conter agentes de
suspensfo ¢ agentes sspessantes, € lipossomas ou outros siste-
mas constituildos por wmicroparticulas concebidos para dirigir
o composto para os componentes sanguineos ou para um ou viriog
drg¥os. As formulacSes podem ser apresentadas em recipien-
tes de dose dnica ou de dose miltipla, por exemplo, ampolas
e frascos vedados, e podem ser armazenados no estado de lio-
filizadas sendo apenas necessiric adicionar o veiculo 1igui-~
do estéril, por exemplo a Agua para injecedes, imediatamen-
te antes da sua utilizac¥o. As solug¥es e as suspenstes
para injecglo podem ser preparadas extemporaneamente a partir
de pbs, grinulos e pastilhas estéreis do tipo descrito
antes.

As formulacBes para dosagem unitdria
prefenciais s¥o as gue ontém uma dose ou wnidade dilris, uma
sub-dose diiria tal como anteriormente referido, ou uma frace
¢¥o adequada, de vm ingrediente activo.

Faz~se observar gue para além dos ingre-
dientes particularmente referidos antes, as formulacBes da
presente invenclo podem incorporar outros agentes convencio-
nais utilizados na especialidade tendo em consideragiio o
tipo de formulaclo em questdo, por exemplo, as formulagles
adequadas para administracBo oral podem incorporar agentes
aromatizantes.

Os exemplos que se seguem sdo proporcio-
nados a titulo ilustrative da presente invenc¥o e n3o devem
ser considerados como gualguer limitac¥o.
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Exemplo 1

Preparag&a de 9-{2-desoxi~3, 5-d i—@—propmnil—z-fluemnﬁ-

) R0 anott i gidsning

A wma soluclo de 9-(2-desoxi-2-fluoro-
=fmDe-ribofurancsil)guanina (170 mgs O, 6 mmol), de DMAP (4-
~dimetil-amino-piridina) (8 mg) e de trietil-amina (0,41
ml; 5 equivalentes) em DMF (J-N-dimetil-formamida) (4 ml)

i temperatura ambiente adicionou-se anidride propidnico
{0,186 wmls 2,1 eguivalentes) sob agitagfo. Decorridas 20

horas adicionou-se mztanol {2 ml). Decorrida 1 hora EeVaporot-
~-se a mistura in vacuo ¢ submeteu-se o residuo a cromatogra-
f£ia intermitente sobre Siegﬁ A eluicde cam‘cqclaxﬁeoﬁ .
{1031) e depois (6:1), proporcionou o camposta em epigrafe

no estado sdlide e de cor branca,

pefe 198-200°¢C,

Anal. Galc. para G, 2 hidrato; Co 4?‘«» 93; Ey 5} 13; Ny 1?347
Encontrados €, 48,22; H, 4,94; N, 17.0

Exem 2
Preparagaa'de 9= {2-desoxin3, 5-Ai=0~acetile 2« £luoro=f=D-

-ribofuranosillguanina e de 9« {2-desoxi~2-Ffluoro=3, S=di-Om
=acetlletmDeribofuranesil jm 2wNeacetile

A uma solucHo de 9~(2-desoxi-2-fluoro-
~(=D-ribofuranosil)guanina (160 mg:; 0,56 mmol), de DMAP
(8 mg) e de trietil-amina (400 ul: 5 equivalentes) em DMF
(4 wl) adicionou-se anidrido acético (0,16 ml; 2,5 equivalen-
tes) sob agitac¥o & temperatura ambiente. Decorridas 22
horas evaporou-se a solugSo amarela in vacuo, fez-se a
evaporacdo conjunta com etanol e com tolueno e submeteu-se
a cromatografia intermitente sobre Sioz e depols fez-gse a
eluiclo com CHCl,/MeOH (6:1). Evaporou-se o primeiro compo-
nente eluido e fez-se a evaporagfio conjunta com tolueno para
proporcionar o derivado triacetilico com o aspecto de uma




espuma branca.

Anal.Calec.para 0,1 toluato: €, 47,69; H, 4,517 N, 16,65
. Bpeontrado: C, 47,47; H, 4,37: N, 16,82

A recolha € a evaporagio das fracgles
gue continham o segundo cowponente eluido proporoionou o de~
rivado diacetilice no estads sdlide e de cor branca.

ps £« 232-234°%C (Gec.)

Anal.Cale.para 0, 25 ctanpleto: C, 45,73; H, 4,63 N, 18,39
Bncontrados €, 46,02; H, 4,34; N, 18,19

Exemplo 3

Preparacdo de 9={2-desoxi~2-£lu0r0=3-0=pivaloilef-D-ribofura~
nosil)guanina ¢ de 9-{2-desoni~2-£luoro~3, 5~di-0~pivaloil-

e e 2

A vma soluglo de 9-{2-desoxi-2-fluorc-
=-f=Deribofuranosillguanina {200 wmg: O, 70 mmol), de DHAP
(10 mg) e de trietil-amina (0,5 ml) em DIF (6 ml) @ temperatu=
ra awbiente adicionou-se anidride trimetil-acético (160 nl:
1, lwequivalentes} e agitouw-se a solucHo durante 24 horas.
Depois adicionou-se mais 80 pl de anidrido trimetil-acético
e manteve-sz a agitaglo durante 5 dias. Temperou-se a reaccHo |
com metanol (1 mil, evap@mu:—sé s0b pressdo reduzida para
proporcionar um sblido branco e depois submeteu-se a cromato-
grafia intermitente sobre SiO,. tendo-se feito a eluicdo com
CHCI3/MeG§§ (15:1) e depois (10:1), (6:1), e finalmente (4:1).

- Por absoﬁg:&a de UV verificou-se gue a
terceira fracg¥o eluida era o éster 3*%,5'-bis-pivalato com o
aspecto de um sdlido ceroso apds trituracdo com dter.
p.£. 250-252°C (gec).
Anal. czoﬁzams%'(" 5:%20 calculado: ,




Epcontrados C, 51,99; H, 6,23; N, 14,83

Por absorgﬁo de UV verificou-se gue
a quarta fraoz;ﬁo eluida era o ester 3'-pivalato com o aspec-
tro de um pd branco., Verificou-se o seu escurecimento gradual
a partir de 260-320°C, (p.f.).

Anal) Clskich 5 5 0.7:{’220 Gﬁlﬁ&lﬁﬁﬂfv CR ;ﬂ? 17{ H, 5’65#‘ I‘}' 18&2
encontrado:sC, 47,10; #, 5,36 H, 17,9

Exemplo 4
Preparag¥o de 9-(2-desoxi«2«fluora-3, S5-di~C-~pivaloil-G-

-D-ribofuranosil}adenina, de 9-(2-des0xi~2~FlU0r0=3=0=piva=
lcil-ﬁ-»n—ribofurmzosz.l)aae&ina e de 9-{2-desonie2-£fluoromS5n0m

A uma solug8o de 9-(2-desoxi-2-
-fluoro-f-D-ribofuranosil)adenina (250 mg; 0,93 mmol), de
DMAP (10 mg) e de trietil-amina (0,65 ml) em DMF seco (7 ml)
adicionou~se anidrido trimetil-achtico (225 ul; 1,2 equiva-
lentes) i temperatura ambiente, ach agitaglo. Decorridas 24
horas adicionou-se mais 50 ul de anidrido trimetil-acdtico
e decorridas mais 24 horas fez-se nova adigdc de 20 ul.
Dgixou-se decorrer mais 1 dia ¢ tempsrou-se a reacglo com
MeOH, evaporou-ée in vacup, fez-se z evapcraclo conjunta com
etanol e purificou-se por cromatografia intermitente sobre
'bioz. Efectuou~se a eluicfio com Cﬁc};Bﬁt@eOH nas concentra-
gles (18:1), (15:1) e finalmente {10:1). Por absorcHo de
UV verificou-se que a primeira fracgBo eluida era o 3*%,5%
~bis-ester que se apresentou no estado s8lido e de cor bran-
ca apbs trituragdo com &ter,

pef. 157-158%.
anal, 020 28}."} 5 5.O.SH O calculados C,54,24r H,6,51; K, 15,82
encontrados G, 54,40; H,6,33; N,15,48
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Por absorcic de UV verificou-se que a
segunda fracgSo slulda era o ester 3'-pivalato o gue se
apresentou no estado sdlide e de cor branca; p. £. 204-205%C,
Anal, para Gy g, FNg0,.0.3 B0’
encontrade: €, 50,257 H, 5,58; K, 19,31

Tor absorcfio por UV verificou-se gue a

terceira fracgSo dilulda era o éster 5'-pivalatc gue se apresen-

tou com o aspecto de uma espumd branca,
p.£. 130-134°C

calculados 8, 50,463 H, 5,76; N, 19,62
encontrade: ¢, 50,57; H, 5,65; N, 19,45

Exemglcrs

Preparacio de 9{2~desoii-2-fluoro-3,5-di~0-valeril-R-D-ribo-
furanosil)adenina, de 9(2-desoxi-2-fluoro=3-O-valeril-{-D-
~-ribofuranosil)adenina e de 9{2~desoxi-2-fluoro-5-0O-valeril-

furanosil)adenins

A uma soluc3o de 9= (2-desonin2-F1luoro-
-@=D-ribofuranosilladenina (300 mg; 1,11 rmmol), de DMAP (10
g) e de trietil-amina {0,9 wmi) em DMF seco (8 ml) adicionou-
-se anidrido valédrico (263 pl; 1,2 eguivalentes), 3 tempera-
tura amblente, sob agltagdo. Dacorridas 24 e 48 horas adicio-
nou~-se mails 30 nl de anidrido valérico de cada vez., No dia
seguindo 2o f£im da adicg3o temperou-se a mistnra com HeOH e
depols fez-se o processamento e submeteu-se a cromatografia
tal como para a gregaragﬁa doa esteres plvalato. Por absor-
¢¥o de UV verificou-se gue a primelra fracgdo eluida era
3!, 5'-pis-ester gue cristalizou sob a forma de agulhas apds
trituracfio com &ter.

p.£. 96-98%.
Anal. ezgﬂzgﬁﬁseﬁ'calcul&éos g, 54,91 H,6,45; N,16,01
encontrade:C, 54,937 H, 6,49; N, 15,89
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For absorgiio de UV verificau-se gque a Se-
gunda fracgdo eluida era o ester 3'-valerato.

D» £ 182-18303

El’*dﬁnt“"ﬁ@ T “u’SG 910 ﬂ' 5“82. N'r 19} 46

Por absorgdo de UV verificou-se que a
terceira fracgdio eluida era o éster 5‘«valerato e} qual cris-
talizou apds triturac¥o com ter.

Pefe 115-117°C
Anal,clsﬁ20?ﬁ504,cglculaécz E,SO,QS; 3,5&71;;N,19,82
envontrado s 6,50,76; 355,81;'Nf19,447

Exemplo G

2, 6=dizmino=9=- { Z-desori=2=£lunro=Lful-ribofuranosil) ~9H-pu~
rina

Cem 2, 6~Ciamino-purina {(Pacific Chemical
Laboratories; 0.8 g 4,8 mwl) de i-(2-degoxi-2-fluoro-p-
~D-ribofuranosil)uracilo {0,4 gr 1,6 wmol) cuja preparaclo
pode ser efectvada em conformidade com J.F. coalngton 2 Ol
tros (T« Opg. Chem, 293558, 1964) preparou-se uma Suspensio
em 50 ml de tamp¥o de fosfato de potdssio 5 mi, pH 7.0,
contende 0,04% (p/v) de azida de potdssio. Agicionou-se
fosforilase da timidina (3 850 U.I.) e fosforilase dos nu-
clebkidos da purina (3 760 U.I.) (T.A. Krenitsky e outros,
Bilochemistry 20:3615, 1981 e Pytente Norte Americaﬁa ne
4 381 344) e agitou-se a suspens¥o 3 temperatura de 37°C.
Ao 122 dia filtrou-se a reacgfo. Aplicou=se o filtrado a uma
coluna de 1,5 x 15 om de resina de permuta anddnica
{Blio-Rad ACGlx2 forma de hidréxido). Apés a lavagem da colu~
na com dgua/metanol (7/3) fez-se a eluiglo do produto com
égua/metanol (1/1). Conbinou-se as fracg@es que continham o
produto e removeu-se o solvente no vicud. Dissolveu-se o
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residuo em dgua e liofilizou-se para proporcionar o composto
en epigrafe cuja anilise demonstrou ser 1,2 hidrato.

pefs 124°C W ¥max nm ( £ x 10-3); HCL O,1N, 291 (10,2},
252 (11.8): pH 7, 278,5 (10.3), 255 (9,60); NaOH ©,1H, 279
(10.6), 255 (9,69).

Anal.para ciGHIBEﬁéogl.Z'Héos

Calculados C, 39,27; H, 5,07 N, 27,48; P, 6,21
encontrade: C, 39,22; H, 5,09; N, 27,39; F, 6,45,

RUN-YH (80 niz, Me,50-36); 37,94 (s, 1H, H-B); 6,74 & 5,79
(2 sb, 4H, 210, © 6~m~52): 6.04 (ga, 1H, E-1*, J7, 1' = 16,5
Hz, J = 3,4 Hz); 5,64 {m, 1,5H, 0,5 (¥~2') e 3%-OH): 5,25
(t, 1, 5%'-OH, J = 5,5 Hz); 4,58 (m, O,5H, 0,5 (&-2%));
4,41 (m, 1H, H=3')s 3.93 (m, 1H, H-4'); 3,65 (m, 21, B -5

Exemplo 7

PelDeribofuranosil Jauaning

Dissolysi-se 2, 6-diamino-9-{2-desoxi~
~2~fluoro—ﬁnﬁ-ribofurannsil)«9{»QWW?ha (C, 20 g: 0,64 tmmoles):
preparada conforme descritc no Exemplo 6, em 15 ml de Aguz.
Adicionou-se desaminase de adenosina intastinal da vitela
(4 U.I., Boehringer ﬁanﬂheini e efectuou-~se a incubsglo da
solug¥o & temperatura de 37 °¢ durante 4 dias. Depois arrefe-
ceu-se a solugdo para a temperatura de 4 e, Decorvidas 3
horas filtrou-se a suspensio para remocc do primeiro lote

de cristais de produto. Reduziu-se o volume do filtrado no
vhcuo e arrefeceu-se a suspensdo para a temperatura de 2%,
Filtrou-se a suspens¥o para remoclo doc segundc lote de crise
tais de produto. Procedeu-se & combdinacio dos lotes de cris-
tais de produto, preparcu~-se com eles uma suspens¥o em dgua

e liofilizou-se para proporcionar o composto em epigrafe cuja
anilise demonstrou ser 1,3 hidraico.




].-

purina (3 900 U.Z,) (T.A. Krenitsky e outros, Blochemistry

Pe £e V4 25000 {dec.)

UV Amax nm ( £ x 10~3): HCL O,1 N, 257 (12.2), 280 (sh);
NaOH 0,1M, 257-264 (10,9).

20 H

Calculados <€, 38¢91, H, 4,77; N, 22,69 ¥, 6,16
Encontrados ¢, 38,60; H, 4,82; N, 22,51; ¥, 6,44.

Anal, Caleulado para GyqH) FN-0, 1.3

Rz-melz—z (80 muz, ﬁegso-d&)‘# 510.63 {sb, 18, N1-®); 7,94 (s,
11, 5-8); 6,51 (bs, 28; 2MH,)); 6.00 (gd,  1H; H=lY, JF,1' =
= 16.5 Hz, J = 2,9 Hz); 5.59 (m,: 1.5, (H~2%) e 3%-0H);
5.10 (¢, 1H, 5'-0H, & = 4,5 Hz); 4.90 (m, 0,56, 0.5 (#-2);
4,37 (m, 1H, H-3%)p 3,90 {rg 15, h—@l}, 3.65 {m, 24, ;&-5' e

H "'5 )n '
P Is Z

Utilizando afenina {(Mann Research lae
voratories, Inc., 0,8 g5 5,9 rmoies) @ 1-{2-desoxi-2-fluoro-
~f-D-ribofurancsill)uracil {0,% gs 1,5 muoles) cuja prepara-
¢¥o fol feita en conrormldade com J. F. Codington e outros
(3. Org. Chem. 293558, 1964) Preparou-se uma suspens¥c ewm.
20 mi de tawpdo de fosfate de potdssio 10 wM, 7,0, contendo
0,04% {p/v) de azida de pa&asaaee dgicionov~-se fosforilase

da timidina (2 400 U.I.)} e LGSlﬁﬁllase éos ﬂucleosldos da

20:36:3615, 1981 e Patente Norte Americana n2 & 381 344) e
agitou-se a suspensfo & temperatura de 37°c. Bo 6¢ dia ailuiud
-se a reacgSio até 100 ml com tawplo de fosfate de potdssio

5 m, pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potlssio. 2o
172 gia filtrou~se a syuspensdo ¢ ovaporou~se o filtrado. Com
o residuo preparov~-se uma suspens¥o ewm dgua tépida. Filtrou-
~Se a suspensdo e aplicou-se ¢ filtrade a uma coluna de

1,5 x 12 o¢m de resina de permuta snidnica) ({(Bio-Rad
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2G1X2-forma de hidréxido). Fez-se a eluiclo do produto com
5gﬁa., Procedeu~se 3 combinac¥o das fracgles que continham o
produto e removeu~se © solvente no vicuo. Dissolveu-se o
residuo em &gua e liofilizou-se para proporcionar o composto
em»epigrafe.cuja anilise dem@nstrdp ser 0,6 hidrato.

ps£. 225-227°% nm'“ (:dec.) ' B

’

UV pmax nm ( § 70-.53; zicw-o,m, 257 €14,6}‘, OH 0, 1H,
260 (14,9). .

Anal.Calec.para -cmnl 25‘2\?503 O HO:

Calculado : C, 42,89 H, 4,57; N, 25,01r F, 6,78.
Encontj:a&o; C, 42,94; H, 4‘; 753 M, 24,98; T, 0, 8%,

mfm_lﬂ {250 iz, EvleztSOwdﬁ,) : 9 8,35 ¢ 8,14 (28, 2, HeB e
He2); 7,36 (s, 21, 6~N2); 6,21 (a4, 1#, H-1', JF 1% = 16,8
Hz, J = 3,0 Hz); 5,71 (8, 14, 3%0H, J = 6,0 Hz): 5,42
(dga, 1w, H-2', JF, 2% = 53,0 0z, JL¥, 2* = 3.0 Hz, J2%3' =
= 4,5 Ha); 5.25 (&, 1H, 5%0H, J = 5,6 uz); 4,47 (m, 1H,
H-3')7 3,97 {w, 1H, H-4%); »',75 {m, 1H, E“icg«ﬁ‘): 3,56 {(m,

1H, EiC-S’). ‘

Exer 9

(2-desoxie2=flvoro-=D-ribofuranosil} ~Ci-puring

Yeilizands 2-amino-purina {Vega Biochemi~
cals, 0,4 g7 3,0 ruwoles) & l-{(2-desonie2-fludro-FeD-ribofura-
nosil)uracilo {0,2 gr 0,71 mmolss) cuja preparac¥o foi feita
em conformidade com J. F. Codington e outros {(J. Org. Chem.
29:558, 1964) preparou-se uma suspensSc em 35 wl de tam_pﬁﬁﬂ de
foslato de potfssio 5 wi, pH 7,0, contende ©,04% (p/v) de
azida de potdssio, Agicionou-se fosforilase de timidina
(1 930 U.I.) e fosforilase dos nucledsidos de purina
(1 880 U.I.) (T.A. Krenitsky e outros, Biochemistry
2033615, 1981 e Patente Norte-Avericana n® 4 381 344) e agitou
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Cloridrato de 2-amino=6-cicloprovil-amino~9i-p

~s€ a suspensdo & temperatura de 37%. Ao 24¢ dia diluiu-se a
reacg¥o até 200 ml utilizando 4gua e adicionou~se 1 390

U,I. de fosforilase da timidina e 1 880 U.I, de fosforilase
de nucleosidos da purina. Ao 352 dia evaporou-ge a suspen-
s¥o, Dissolveu-se o residuc em dgua/metancl (7/3} e aplicou-
-se a uma coluna de 1,5 x 15 cm de resina de permuta anidni~
ca (Bio-Rad AG1¥2-forma de hidrdxido). ?ez»sa a eluig3v do
produto com dgua/metanol (7/3). Procedeu-se & combinac¥o das
fracgﬁes que continhan o produto e removeu~se o solvente no
vicuo. Disselveu-se o residuo em dous e 1iofxlmzauyse para
propcrcionar o compesto em epxgrafe cuja anflise Gemonstrou
ser 0, 6 hidrato.

p.f. 151-153%,

UV Amax om ( § x 10-3)s HCL 0,1N, 313 (4,00), 240-248);
pH 7, 304 (7, eo), 243, NaOH C:;}.?.\’f, 304 6?,30), 243,

Anal. calcul. para Cl@ 12 5 3 Ga S ;’52@&
Calcoulados 6, 42,89 4, 4.75; N, 25,01y ¥, 6,78.
®, 5,58

Epncontrado: G, 43,02; 1, 4,7L; N, 25,12;

RiN-"H (80 mHz, Me,S0-d6):58,62 ¢ 0,31 (2s, 2H, E-8 e H-6)s
6,62 (sb, 2H, 2-MH2); 6,16 (a3, 1H, HelY, JF=1% = 16,7 Hz,
J = 2,7 Hz); 5.7L (m, 1,58, 3'-0H 2 0,5 {5=2*)); 5.12 {m,
1,58, 5%0H e 0,5 (H-2')); 4.40 (m, 175, H—S’*); 3,927 (m,
1H, H-4%}; 3,66 {m, 2, M‘;us‘ e :z 5%}

Bxempl (4]

Durante 18 horas agueceu-se & temperatura
de 50%C uma soluglo de 2~anino-é«clore~purina (Aldrich Chemi-
cal Company; 4,66 g; 27,5 mmoles) e de ciclopropil-amina
(aldrich Chemical Company; 12,5 g 220 mmoles} em MeOH
{100 ml). Depeis adicionou-se~lhe 2~m=t0xx~ehaﬁal {50 ml}

e agueceu-se a reacg¥o A temperatura de 70 %¢ aurante mais 6 -

- 35 -




horas., Apds o arre fecimento filtrou-se uma peguena guantis-

dade de material inicial que n¥o reagiu e evaporou-se o file
trado e purificou~-se em coluna de gel de silica com CHEL,:
5% até 10% de MeOH. © produto recristalizou depois duas vee
zes a partir de WeCH e uma vez a partir de BtOH sob a forma
de sal clor;drata<para progqrcxonar 1,45 g (23%} de produto,

pefe 253-257°C

R“:Vm-liz (g'iezsg’dsyg 5 6(7&“\5;82 {m‘ 4" c‘&zfﬁ.i }p 3‘@4‘ iS, br’
i, &), 7,35-7,55 (s, br, 2, N ), 8,13 (s, 1, CHl, 9,49
(s, br, 1, NdCH), 13,0-13,3 (s, br, 2, Nij ).

Anal. Calc. para ﬁéﬁlﬁﬁs,HC1.laRZQ%

Caleulade, ¢, 41,57; H, 5,01; ¥, 36,35; Cl, 15,34,
Encontrade, €, 41,55; H, 5,01y ¥, 36,28; €1, 15,4,

2-amino-6~(czclanropzl—amunc}« - { 2=desori-2= 1l uoro=Ff-D-ribo-

Dissolveu-se cloridrato de 2-amino-G-
~{ciclopropil-amino)-9H-purina {C,3 g7 1,3 mmoles) e 1=(2-deso-
Xiw2=-fluoro«f=Deribofuranosilluraeiis (0,4 g: 1,6 mwoles)
cuja preparagdo foi feita em conformidade com J. Te COding-
ton e outros (J. Opg. Cnem. 293558, 1964) em 20 ml de tam-
pdo de fosfato de potdssio 5 wi, pH 7,0, contende O,04%

(p/v) de azida de potdssio. Agiclonou~se fosforilase da bi-
widina (2 000 U.I.) e fosforilase dos nucledsidos da purina
(5 540 U.I.) (T.A. Krenitsky e outros, Biochemistry 20:3615,
1981 e Patente Horte Americana ne ¢ 381 444) e fez~se a incu-
bag¥o da reacg¥o 3 temperatura de 37°C. Ao 5¢ dia adicionou-
-se 2 000 U.I. de fosforilase da timidine ¢ 5 540 U.I. de
fosforilase dos nucledsidos da purina. Ao 212 dia aplicou~
~ge a mistura de reacglo a uma cclunma de 2,5 x 8 cn de resina
de permuta anidnica (Blo-Rad AGIX2-forms de hidrdiido).

Apbs a lavagem da coluna cow Sgva procedeu-se & eluic%o do pro-
duto com agua/metanol (7/3). Efectuou-se a combinagao das
fracg¥es que continham o produte e rewoveu-se o solvente no




vicuo. Dissolveu-se o residuo em fgua e liofilizou-se para
proporcionar o composto em epigrafe cujs anflise demonstrou
ser 0,0 hidrato.

p.f. 120°C (fusfio parcial a 80°¢) -

W A max nm { £ 10-3): HCI O,1N, 295,5 (14,3), 254 (12,7);
pH 7, 282 {14,8) 262 (sh); NaoH O,1N, 282 (15,2), 262 (sh).

Anal.calculads bmra G thvﬁﬁéeﬁ,ﬁ -6 i

Calctilaﬂo‘.’ ) Cy éép 593 H‘r 54«?7; i‘.\’!; 25;@8? #* 67Q
Eﬂmﬁtrﬂdes Gp 4’6'4‘6: H' ’Ec 35; E} ‘25'_Q3? :‘?‘ 5,‘ gl&

s

Ri‘éﬁdlﬁ (200 wiz, i@eZSG-dﬁ} H ‘5,-.'?,. 93 (s, 1H, H-8): 7,38 {db},
1y, 61, J = 4,5 nz); 6,04 (ad, 1#, H-1%, IF. 1= 16,4
Hz, T = 3,3 Hz); 5,88 (sb, 2%, 2~hﬁ}, 5,62 (a, 1&, 3 ¥ -0y
J = 5,9 Hz)s 5,30 (dt aparente, 1H, H-2%, JF,2 (53, Tiz, J
3,8 Ha); 5,23 (&, 1H, 5%0H, J = 5,4 iz); 4,38 {m, 13,
H-31); 3,92 (m, 1¥, H~4%); 3,69 (m, 1=, Hy -5%); 3,59 (m.
14, rIg-—fJ Y; 3,10 (m, 1ii, NeCH); ©.62 {(m %&, CFi2CH2) »

Ixemnplo 11

Utmlxzan@c 6-me»m ti-purina (Sigma che-
mical Companys 0,8 g; 5,3, mmoles) e lmif-e%esc}:1~2~«luorc—§3~
~D=ribofuranocs 11)ura011a 0.4 g; 1,6 wwles) cuja prepara~
¢do pode ser esecuuaaa em conformidade com J. F. Codington.
e Outros (J. Org. Chem. 23:553, 1964) preparou-ge upa suspens
s¥0 em 20 ml de tamplo de fosiato de ﬁatésgué-lc wif, pH

7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio. Adicionou-se

fosforilase de timidina (2 400 TU.I.) @ fosforilase dos
nucledsidos da purina {3 900 U.I.) (S Be Krendtsky 2 outros.
Biochemistry 2053615, 1981 e Patente Norte Americana ne

4 381 344) e agitou-se a suspens¥o & temperatura de 37°C.
Ao 62 dia diluiu~-se a mistura de veacg¥e até 100 ml com
tampdo de fosfato de potdssic 5 mi, »H 7,0, contendo 0,04%
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(p/v) de azida de potéssio. Ao 162 dia adicionou-se-lhe

2 640 U.I. de fosforilase da timidina e 4 360 U.,I. de fosfo~
rilase dos nucledsidos da purina. Ao 45¢ dia evaporou-se a
mistura de reacglo. Com o residuo preparou-se uma suspensio
em metanol tépldo e filtrou-se a suspens¥o. Evaporou-se o
filtrado. Dissolveu-se o residuo em guas tdpida e aplicou-
-3¢ & uma coluna de 2,5 x 7 cm de resine de permuta anidnica
(Bio~Red AGLx2-forma de hidrézide). Apbs a lavagem com dgua
fez-se a eluicie do produto com metansl/Agwa (9/1). Proce~
deu-se 3 combinac¥o das fracgBes que contirham 0 produto e
removeu-se o solvente no vicuo. Dissolveu-se o residuo em
4dgua e lisfilizou-se para proporcionar o composte em épilgrafe
cufa andlise demonstron ssr 0,3 hidrato.

pof. 182°C W A max nm ( € x 10-3): HEl 0,1N, 250 (8,72),
259 {sh); pH 7, 248 (8,95), 252 {sh)s; NamO O,1N, 250 (9,14)
259 (sh).

anal. Calculada para Cy1Hya™N,0,.0.3 H, 03
Calculado: ¢, 45,61y H, 4,73; ¥, %9,34; ¥, 6,56,
Encontrados C, 45,72; H, 4,663 N, 19,47 T, 6,72.

RN CH (300 mHz, le,S0-d6)s 9 8,63 e 8,58 (28, 2, 1-8
e H-2); 6,3¢ {ad, 1H, H~l®, J7=1' = 17,1 Hz, J = 2,4 Hz);
5,76 (8, 14, 3'-0H, J = 6,1 Hz); 5,45 {(dad, 1¥, H-2°,

JF, 2% = 52,7 Hz, JLFf, 2% = 2,4 Hz, J2%, 3 = 4,4 Hz)s
5,17 (¢, 14, 5%-0H, J = 4,1 Hzg);: 4,50 {m, 1H, H-3");
4,11 (s, 3H- 0~CH3): 4.00 {m, 1H, H-4%); 3,75 (m, 1%,
md-ﬁ‘): 3,62 (m, 1, HS-S'}a

Exemplo 12

2~amino~9- (2~desoxi= 2=~ FLUoro=F-D-ribo furancsil)-6-metomni-

=SH-purina

Utillizando 2-amino~G-metoxi-purina
(0.8 gr 4,8 mmoles) cuja preyarag%é pode ser efectuvada em
conformidade com R.M. Balsiger e J. A. Hontgomery (J. Orge
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¥

Chem, 20:1573, 1960) e 3.-{z—aesa&laf’nflumra—;,-D—-ribm.urano«
silo)uracile (0,4 g; 1,6 umoles) cuja pveparagﬁa go&e ser
efectuada em conformidade com J. Fe Cczadmgtcrt e outros

(. Org. Chem. 29=558, 1964) preparou=-se uma suspensdoc em
20 ml de tampSc de fosfato de potéssic 10 m&. pHE 7,0, con-
tendo 0.04% (p/v) de azida de potdssio. Agicionou-se-ihe
fosforilase da timidina (2 400 U,I.) e fosforilase dos nu-
clebtidos da purina {3 900 G.1.) (T.2. Rrenitsky e outros,
Biochemistry 2033615, 1981 e Patente liprie f&mericéﬁ& ne

4 381 344) e agitou-se a suspensSo & temperatura de 37°C.
Ao 62 dia diluiu-se a react@®3o até 100 ml com tampZo de fos-
fato de potdssio 5 m¥, pH 7,0, caontenac 0,04% {p/v) de azi-
da de potdssioc.

o 108 dis dilgiu-se a reacg%o até 200
ml com tampHo de fOsFauo de potéssioc 5 my, 7,0, contendo
0,04% (p/v) de azida de potdssio, Ao 162 dia adidi.onou-se
-the 2 640 U.I. de fosforilase da tiamidina e 4 360 U.IX. de
fosforilase dos nucledsidos da purinas. Ao 242 dia filtrou-
-se a mistura de reacglc e gvaporou-se o filtrade. Com o
residuw preparcu~-sc uma suspensdo em metanol. Filtrou-se a3
suspensdo e evaporou~-se¢ ¢ filitrado. Dissolveu-se ©. residuo
em dgua e aplicou-se a uma coluna de 2,5 x 7 om de resina de
permuta anidnica (st~Ra€ AGLi2-forma de hidrdzido). Apds
lavagem da coluna com &gua procedeu-se & eluicBo do produto
com metanol/Agua (9/1). Apfs a remogiic do solvente no vicuo
dissolveu~se o residuo em dgua e licfilizou~se para pro-
porcionar o composto em epigrafe cuja andlise demonstrou ser
C, 5 hidrato.

e £. 200-202°C UV ) max am ( £x 10-3): HCL 0,1 N, 288
(7,85), 244,5 (6,43); pu 7, 279,5 (8,09), 248 (8,85):
NaHO 0,1, 280 (8,40), 248,5 (8,59).

Anal. calculado para € 1N’D O,S-Hzaz

11 14“
Calculado.: G, 42,86y H, 4,90; N, 22.78; ¥, 6,16
Encontrados C, 42,8l; H, 4,92; N, 22,69 F, 6,29
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ri¥ Yn (300 whiz, He,80-8): O 8,12 (s, 1§, H-B); 6,57 (sb);
o2d, 2-MH2); 6.11 (@4, 1H, H-1', JF,1' = 16,6 Hz, J = 2,6 Hz);
5,69 (4, 1H, 3*-0H, J = 6,10 Hz); 5,31 (add, 1E, -2

JF, 2% = 53,0 H€z, J1t, 2% = 2,7 Hz, J2%, 3% = 4,4 Hg); 5,17
{, 1H, 5'OH, J = 4,2 Hz)y 4,40 (m, 1H, H-3%); n

3,95 (m, 4H, H-4' e O-CH3); 3,74 (m, 1H, H~5'); 3,58

(w, 1H, %—-5"3. o

Durante 48 horas aqueceu-se & tempe-
ratura de 50°C uma solug¥o de G-cloro-purina (Aldrich Che=-
mical Companys 4,23 gi 27 mwoles) e de éiclq@ropil—amiﬁa
(Aldriel Chemical Company: 12,5 gz 22 mmoles) em MeOH »
{100 ml). Removeu=-se o solvente e purificou~se o produto impu
ro em coluna de gel de silice fazendo e sluiclo com ChCl s
5 % de MeOH para propomionar 5,90 ¢ de um sdlido cor de
creme. Lste sblido recristalizou a partir de MeOH para

proporcionar duas colheitas, de 2,69 g @ de 1,16 g (rendimen-
to total de 81,4%); pe.f. 237-240°C,

Ry T ( (11e,80-a6): & 0,5-071 (m, &, CHyCla)e 3,03 (br S,
1, gave); 7,73 {4, 1, ME), 8,05 (s 1, ca), 8,18 (s, 1.

CH) . 12, 7 (bﬂ » lr ’m‘z};

2nal. calculada CSH9N5: ©, 54,85; ¥, 5:418; N, 39,97,
Bncontrados C, 54,69; H, 5,22; N, 39,87.

6-(cicioprcpalaamzna}ug-€2udeﬂo\%«2-fiuoro»g~ﬁ«ribcfﬁranc~

Utilizands 6-{ciclopropil-amino}«9ii-
-~purina (0,2 g; 1,1 mmoles) e 1-(2-desoxim-2~£luoro=-£-D-
~ribofuranosi3)uraeile-(0,“ g: 1,6 mmoles) cuja preparagio
pode ser felta em~confermi&ade~cem;5. Te Cﬂdlmguan @ outros
{Js COprge. Chem. 29:558, 1964) preparou-se uma suspensio em




20 wl de tampdo de fosfato de potissio 5 mid, pH 7.0, contendo
0,04% {(p/v) de azida de'pcﬁéssig* Ajustou~se o pH da sus-
pensdc para o valor 7,0 utilizando KOH., Adicionou-se-lhe
fosforilase (2 0CC Tel.) e ‘Ffosforilase dos nucledsidos da
purina (5,540 U.T.) (T.A. Kremitsky e outros, Blochemistry
2053615, 1981 e Patente Norte Americana n? 4 381 344) e
Agitaunsé a suspens¥o & temperstura de 37°C. Ao 5¢ dia adi~
cionou-se 0,2 g de 6-(ciclopropil-amino)purina e 2 000 U.I.
de fosforilase da timidina @ 5 540 U,I. de fosforilase dos
nucledtidos da purina. Ao 9¢ dia adicionou-se 0,2 g de 6-

=~ (ciclopropil-amino)-purina e ajustou-se o pH da reaccBo para
o valor 7,0 utilizando KO:, Depois adiclonou-se fosforilose
da timidina (2 000 U.I.) e fosforilase dos nucledtidos da
purina (5 540 UuI.). Ro 20° @iz ajustou~-se 0 pid da reacgdo
para o valor 9,4 utilizando WHAOH e aplicou-se & mistura de
reaccdo a uma coluna de 2,5 ¢ 8,5 om de resina ¢ lavagem com
&gua efectuou-se a eluiclo do piodute com &gua/metancl
(7/3). Procedeu-se & combinaco das fraceBes que continham
0 produtc e removeu-se o sclvente no vicuo. Dissolvou-se

o residuo em 4gua & liofilizou-se Para proporceionar o CompoSe
to em epigrafe cuja andlise demonstrou ser 0,4 hidrato.

pefe 207-208°C OV Qmax.nm (£ x 10-3): HCL O,1N, 264 (19,1);
pi 7, 268 (18,2); NaOE O,1N, 268 (18,6),

Anal. calculada para cisﬁlﬁﬁmsaa.c.é ﬁgaz

Caleculados C, 49,337 H, 5,35, M, 22,13; ¥, 5,00.
Encontrados C, 492,33; H, 5,33; N, 22,11; 7, 6,14,

run Li (200 wmHz, E«iezso—dé) : 58,35 e 8,24 (2s, 28, He8 e
B-2); 7,98 (bd, 1H, 6-NH, J = 4,10 Hz), 6,23 (d4, 1, H-11,
JF,1' = 16,8 Hz, J = 2,9 H2); 5,68 (4, 1H, 3%0H, J = 5,9
Lz); 5,42 {dda, 1H, H~2%, JF,2 = 53,0 Hz, J1',2' = 2,9 Hz,
J2',3"' = 2,6 Hz); 5.20 (&, 1H, 5-0H, J = 5,6 Hz); 4,46 (m,
14, H-3%); 3,97 (m, 1H, H~4*); 3,73 (m, 1H, zﬁ&-—ﬁ‘): 3,55

(i, 1H, “25-5"); 3,04 {m, 1B, N-CH); 0,66 {(m, 4H, CH2CH2).

¥




2o amiogre T {2edegrni-Tn Elunro=l-Derilnforannsili=-togtaled e

ghilizandy Jeaninpeleaiozi-porios
{2,8 gr 4,5 mmlesis cula proparanys pode sor efectuada
o conformidnde com R.ohLDaloiger € Jole Upnbgomery (. Opge
Chens 25:1573, 1950) o ubilicands leife08ucibedeflinite wiie
wrivofuranesitiuracilie {9 gr 41 ouoloch euje prenaracdo
pode ser efochusds en condormidods con J. Ve Godingkon o
ontros {Je Owie them, 225550, 1086) orepcpeneas Ume susponas¥o
w50 sl do tasp¥o de fosfate de pobissio 5wl Ul B0,
contondo ©,040 {p/vl de agida do potinsio. Ajustouece o gl
da suspons¥o pass € volor 9,90 aun GL &pislogousseeibo
fasforilase dn biciding {4 000 Uule} e fosforilase dusg
nucledsidns do purion (14 000 Ulel (Dol urenitsiky € oubios,
vigchewistry 2533015, 158 o Patente Lorte Americana n¥
& 351 344} ¢ ngitoueso o odsbursn €0 weasy & tepovaburs
ce 3770 2p 40 Sia aficlorovecoelile £ OUD H.E. Se 000w
rilase da tinidina e € 380 U.3. de fosforilase dox nucieds
tidow dm purine e siluluese o mistors de rencsl¥o 284 25 nl
con tanple de {osfate do potdssio & w, o8 7.8 wontendo
Gplds {p/v) de azica de potlssiz. o 4R dia reroveinsse o
solvente ne vacuds Gam o resides presarouess wzz susponsio
em dgua & adicicnoueso-ilic mekanoi navs precisitar a proteds
nas Depoic filtzou-sz o sweponsto £ ovnorat~se o S115r0d0.
hssolveu-se o residus oo Joun cusnte o aplicovese a ums
colima de 1,5 % 15 on do resina do percuta audbnica
{nlo=iad oluZefozum de hidrdxidel. fpls o lovagen da solue
na con dgua srocedponese & elufc®s do produte com metaanifigus
{171}, Sfectmuese & covbinac¥e das fraccles cues conkinkan
o produto & removeness ¢ sslvents no vcuo. Bissolvenege o
rasfdw en dgus o 1isfilisou.se pare DroVOCCIONSY O CUTDOSLO
ew apforate colas andlice deronsiron sor 0,7 hidrato.
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p.£. 85°C (fusfo parcial a 50°¢) UV A max nm ( £ x lo-3);
HCl O,1N, 288 (8,78), 244,5 (7,19): pH 7, 280 (8,986), 247.5
(9,55); Na0H O,1N¥, 280 (9,25), 249 (9,15).

Anal. cale. para C, H, FNO, 0.7 H 0z

Caleulado: €, 44,23; H, 5,38; N, 21,49; ¥, 5,83.
Encontrado: C, 44,30; ®, 5,43; W, 21,39; F, 5,81,

m«m-.lz% (200 iz, f&egsﬂadﬁ} : S 8,09 {s; 1¥;, H-8); 6,49 (sb;
2H, 2-NH2); 6,08 (dd, 1H, H=1', JF, 1% = 16,4 Hz, I = 2,7
Hz); 5,67 {a, 14, 3*¥Oﬁj J = 6,1 Hz}s 5;42 {(m, 0,54, 0,5
(H=-2)): 5,15 {m, 1.58, 0,5 (H=2%) e 5%-0H); 4,44 (g, 24
6-0CH2, T = 7.0 Hz); 4,40 (m; 1H, H=3%): 3,92 (m 1H, H<4%);
3,73 (m, 1H, f»:@-—s:*); 3,56 {m; 1%, ﬁgn’:}"); 1;34 (t, 3H;~CH3,
J = 7,0 Hz), ‘

Bxemplo 15

2-amino-6-cloro~9-{ 2«desoxi-2-£1 Eﬂl?ﬂmg"z}ﬁribﬁraﬁﬂ$il y =9
~purina

Reacgdio 1 : Utilizande 2-amino-6~cloropupira {(Sigma
Chemical Companys O,8 ¢: 4;7 mmoles) e l-(2-desc-
Xim2«fluoro=f=D-ribofuranosil)uracile (0,4 g:
1,6 mmoles) cuja preparagio pode ser efectuada em
conformidade com J.¥. Codington e outros (J.
Orgs Chems 29:558, 1964) preparou-se uma suspen=
s%o em 50 ml de tamp¥o de fosfato de potassic
5 mM, pd 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida
de potdssioc. Ajustou-se o pH da suspensdiio para
o valor 7,0 utilizando KOH. Adicionoun-se-lhe
fosforilase da timidina (3,850 U,T.) e fosfori-
lase dos nucledsidos da purina (6 500 U.I.)
(T.A. Krenitsky e outros, Biochemistry 20:3615,
1981 e patente Nprte Awericana n® 4 381 344) e
agitou-se a suspensio & temperatura de 371C,

Ao 22¢ dia dilulu-se a mistura de reacg&%‘f até
100 ml com tamp%o de fosfato de potdssio 5 my,
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pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio e |

adinianauyse-lhe i 270 YeI. de £bsfbrilase da timi-
dina e 2 180 U;I‘ de fasfbrilase dos ﬁucleasidas da
purina. Ao 32¢ dia diluiu»se a mistura de reacgao
at® 200 ml com tampic de fosfato de potéssio 5 m,
pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio
e adicioneupse-lhe 2 540 V1. de fosforilase da
timidina e 4 360 U.T. de fcsfarilase dos nucledsi-
dos da purina. Ao 612 dia filtrou-se a mistura de -
reacgio, -Evapordu—--se o filtrado e armazencu-se -

o residuo & temperatura de 4°C.

Reacg¥o 2:ttilizando Z-amino-6-cloropurina {Sigma Chemical’
, Companys 0,8 gz 4,7 muoles) e e l-(2-desori-2-

-fluoro-p-D=-ribofuranosil)uracilo (0,2 g 1,6 mmo-
les) preparou~-ge uma suspens¥o em 25 ml de tamplo
de fosfato de potéssio 10 w¥, pH 7,0, contendo
0,04% (p/v} de azida de potéssio. Adlicionou-se-lhe

fogforilase da timidina (4 000 U.I.) e fosforilase

dos nuclebsidos da purina (6 500 U.I.) ¢ agitou-se
a suspens3o & temperatura de 37°C. Ao le°dia
diluiu-se a mistura de reaccSo atd 100 ml com tam-
pdo de fosfato de potdssio 5 mM, pH 7,0, contendo
0,04% (p/v} de azida de potdssio. Ao 202 dia diluiue
-se a mistura de reacg¥o até 200 ml com tampic de

fosfato de potdssic 5 nid, pH 7, contendo G,04%

(p/v) 8e azida @e potdssio, ¢ adicionou-se-lhe 2
640 U.I. de fosforilase da timidina e 4 360 U.I.
de fosforilase dos nuclebtidos da purina. Ao 532
dia filtrou-se a2 mistura de reacglc. Evaporou-se G
filtra&a e armazenou-se o residuo & temperatura de
4%. wtilizando os resiguos das ReacgBes 1 e 2
preparou~se uma suspensfic em &gua e fez-sz a sua
combinagio. Agueccu-se 2 suspensdo o depois f£il-
troﬁpse. Purificou-se o produto gue contimha o F£iltr;
do por cromatografia em coluns de 7,5 x 90 cm de
Biogel P-2 (Bio-Rad) utilizando como solvente n-




| G18 (#i-Chrom Pre-4~ODS, Regis Chemical Co.),

~pro§aﬁol/§gua (3/5). seguindo-se a cromatografia
em coluna de 5 x 20 om Sephadex G=10 (Pharmacia
IKB) atlzizando como solvente n-propanol/agua
(3/7}‘ Procedeu-se & combinaglio das fracgﬁes gue con
nham © produto ¢ removeu~se ¢ solwmte no vacue. '
com o resxaug plepa:oause uma suspensHo em dgua e
liofilizou-se para’ mronorc;anal o ctomposto em.epi~
grafe (lcte L) Proczdeu-se & cambinaaam das frac-
gBes que comti inham o»promuto wais as impurezas cuja
eluicBc foi feita em ca7una de “Semhadex G=10" & res
wowveu-se o solvente no véeuo, Dissolveuese o resiéua
em Sgua/ielH (49/1). e depois purificou-se o produto
poOr cromacografia ae fase inversa sobre «l¢ca

utilizando como solvente dgus/MeG (49/1). Procedeu-
~-se & caﬂblnaQ30 da5~$1ac§6es gue continham o proe-
duto e filtrou-se atravds de nglan f@lurante com
poras de 0,2 um para 2 remcazo da gilica residual.
Apds renmga@ do solvente no vicuo dissolveu~-se o
residue em agua e filtrou-se atravis de uma wew-
brana filtrante com poros de 0,22 um (illlipore
GS)e A liofilizac¥o do filtrado proporcionou ©
ca&p@sxm em epigra‘e {lcue 2} cmga anflise revelou
er 0,5 hidrato. )
Resultados para c'leﬁe 1*

p.£. 212°¢ (fusdio parcial a 205%) v A max

{ £ #10-3); HCL 0,1W, 309 {6.00), 247 {5,60});
pH 7, 307,5 (6,30}, 247 {5,80); NaOH 0,14, 307
(8,40}, 247 (5,30).

Anal. Calcu. para C ehllcl FNSOB
Cale. C, 39,55; ¥, 3,65 N, 23,06y Cl, 11,67;
_ F, 6,264
Epcont. C, 39,69; H, 3,82; N, 22,84; €1, 11,64;
F, 6,144

ti-




RMN-YH (300 miz, Me ,50-06) 3 5 8,37 (s, 1H, H-8): 7,07 {sb,
2H, 2-NH2); 6,12 (dd, 1, Helf, JF,1*' = 15,6&% J = 2,0 #z);
5,72 (4, 1%, 3'-0H, J = 6,4 Hz); 5,34 (aaa, 1H, H-2', JF,2% =
= 52,9 Hz, J1%,2* = 2,0 Hz, F2% 3% = 4,2 Hz): 5,19 (t, 1H,
5Y%-0H, 7 = 5,3 r?z), 4,42 (m,,m, He3%); 3,96 (m, 1H, H-4%);

3176 (m, 1H, L‘i "‘"5 ); 3 61 {m' 1&, E'I@*S't).

_pars o lote 23

p.f. 215°C W A max mm: HCl, 0,1N, 309,5, 246,5; pH 7, 307,5,
247; WaOH 0,1N, 307,5, 247 - '

Anal. Calcul, pava Ql m’ll g

Calculado: C, 38,41; H, 3. Ji" ’N, 22,43 €1, 11,3437, 6,08,
Encontrado: &, 38,73f H, 3,79; N, 22,14; C1, 11,16: ¥, 5,10.

cl FI, o,‘e.s 03

mm-.lz-z {80 wilz, zv;ezsa-as}: S 8,36 (s, 1H, z%z-s); 7.93 {(sb,

2ii, 2-1H2); 6,13 {(8d; 1H, H-1%, JF,1% 16,8 Hz, J = 3,2 Hz)s-

5, 06 {m’ lnS“&; 0’5 ("I"Zu) 2 3"’05%}’ 5: 15 (mg l 5;7-3 G S {%—2‘)

e 5%-08); 4,35 {n, m, H-3%); 3,90 (m] 1iH, ﬁ-é—-'}, 3,72 {m,
H.=5% -5},

2H, QS e rz@ 54}

Exemplo 16

2~amino-9- (2«-desoiie2=-£luoro-p-D-ribofuranosil j~6-netil-amino-
=SH-purina

- ptilizando 2~amnc~6-metllnanznc~nLri*
na (J.A. ;_antgamery 2 L.B. Holum, J.A.CsS. 803404, 1953;
0,51 g; 3,1 mmoles) e l-{2-desoxi~2-fluoro~P-D-ribofrusnosil)
aracilo (0,52 g7 2,1 mmoles) cuja preparac3o pode ser cfece
tuada em conformidade com J«F. Codington e outros {J. Org.
Chem. 29:558, 1964) preparou-se uma suspensfio em 50 ml de
tampdo de fosfate de potdssio 5 md, pH 7,0, contendo Q,04%
(p/v) de azida de potdssioc. Agicionou~se-lhe fosforilase da
timidina {4 00O U.I.} e fosforilase dos nucledsidos da puri-
na (14 000 U,I.} (T.A. Krenitsky e outros, Biochemistry
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20:3615, 1981 e Patente Norte Americana n® 4 3Bl 344) e agi-
tou~-se a suspensio 3 temp@rai_u:é de 37°C. Ao 62 dia giluiu-se
a mistura de reacg¥o até 250 mi com tampﬁm de’ fosfato de po-
téssio 5 wi, pH 7.0, contendo 0,04% (p/v) de azida de po~
tdssio 0,49 g de 2-amind-G-mbtil-ami ho-purina’e aditio-
nou-se-lhe 4,000 U.I. de Eo.aferz,lase éa timidina e 14 000 U.I.
de fosforilase dos nucledtidos da ourina. Ac 142 dia evaporou
-se a mistura de reaccSp, Com o residue preparov-se uma
suspensfo em metanol/dgus e filtrou-se a suspenso. Evapo-

rou-se o f£iltrado. Dissolveu~ze o residuo em Agua @ dplicol-
~-se a uma soluna de 2,5 % 13 com dé vesind de permuta anidni~’
ca (Bio-Rad ACLE2Z-forwa dé hidrdxide). Apds a lavagem da oo
luna com dgwa procedeu-se & cluiglo do produts com metanol/

/agua (1/1}, Depois remaveLase o solvente no VQQL@: dzseel~

veu=-se O reuiéu@ em agua e ‘llLTQEwS@ at ranes de aRa mamgraﬂ
na filtrante com poros de 0,23 ume A llofallza do d@ Fi?tra—
do proporcionon o composto em epigrafe cujs i ise reve-
lou ser 0,5 hidrato. | | '

]3_;., Fe 172‘3{3 i 2 max ‘nm { f ® ..G-a?i) HClL 0, IN , 282, 5
(11,5). 255 (12,3.);, P 7, 279,5 (13,4}, 263 (sh) s WaOH 0,1N,
280 {13,7), 263 (sh).

Anal. Calec. para {lllﬁ- 514&3‘60 0.5 HOs

Calculados ¢, 43,00; H, 5,25; N, 27,35; ¥, 6,18,
E,contrado: C, 42,99; H, 5,28; ¥, 27,33; ¥, §,16.

R:-«m-lﬂ {200 iz, Me,80-d6): & 7.92 (s, 1H, H-8); 7,28
(sb), 1H, 6-IF); 6, 13 {aa, 1, B=1*, JF, 1Y = 16,3 Iz,

J = 3,3 H8); 5,91 {sb), 2, 2-N42); 5,64 {8, 1H, 3'-0H,

g = 5,8 Hz), 5,29 {(dad, 1#, u-2%, JF, 2% = 53,0 Hz, J1%,

2* = 3,3 Hz, J2% 3% = 4,4 Hz)p 5,27 (t, 1H, 5%-OH,

J = 5,5 nzl; 4,37 {m 1H, H-3'); 3,92 (m, 1H, H-4*%')}; 3,72
{m, 1H, H,~5%; 3,60 (m, 11, ngs*is 2,86 {sb, 3H, H-CH3).
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Exemplo 17

9 (2-degoxi-2~Ffluoro-g~pD-ribofuranosillhidoxantina

@reoaroupse 6«amino~9~(2—&esmx1~2~fln9ro~
-ﬁ-D—ribofurancsil)»Q:inpnrma {0,29g; 1,0 mmoles) conforme
descrito no Exemplo 8 e gissolveu-se em 100 mi de dgua. Ad_:.*.-“

cionou=-se desaminase da adenosina intestinal da vitela

(4 U.I., Boehringer Marmheim) @ procedeu-se 3 incﬁbagziu da
solugBio 3 temperatura de 37°¢ durante 24 horas. Removeu-se o
solvente no vécuo. Dissolveu-se o residuo em dgua/n-propanol
(7/3) e suBmeteu-se a cromatografia em coluna de 5 x 90 com de
uSphadex G-10% (Fﬁatmaczw IXB) utilizando como solvente a@ua/
/n-propancl (7/3}. Efectuou-se a corbinacdo das fracgdes gue
continham ¢ produto e removeu-se o solvente no vhcuo,
Dissolveu-se o residus em dgua e liofilizou-se para propor- -
cionar o composto em epigrafe cuja andlise revelou ser um
hidrato.

De £o 175°¢ (fusso parcial a 125°) ov /) max nm (€ = 10-3)
HCL 0,18, 2492 {11,8): pH 7, 248,5 (12,0} MaO® 0,18, 253
(l3po)ﬁ

Anal, Calc. para Gy, ,FIN,0 g E 20:

Calculados C, 41,67; #, 4,55 N, 19,44; ¥, 6,55.
EnCOﬂt.f&@Cfa’ G' - 41' 72; ?i' . 4"—"'- 585 ?ﬁ, ; 19’46; F.‘ . 6‘ 37q .

ReN-"H (300 ndz, Me,S0-d6): & 8,33 e 5,09 (23, 2, 1B
B-2); 6,21 (34, 1¥, H-l', JF,1%' = 16,8 Ez, J = 2,4 Hzl;
5,75 {sb, 1H, 3'-0H}, 5,36 {ad4, 1H, H-2%, J7, 2% = 52,7 dz,
Jlt, 2% = 2,4 Hz, JL',3' = 4,4 HZ};’&EG (sb, 1i, 5'-0H):
4,43 (3 m sparente, 1H, H-3%, JP, = 18,9 Hz); 3,97 (m, 1H,
H-4%); 3,75 {m, 1#, H~5')7 3,59 -(m, m, rég—-ﬁ'i

®

Exemplo 18

2~aming=9={ 2-desonim 2= £l 0L O=fuDwribo furancosil) - G=proponi-
=-JH-purina

v




Gtilizando Zuamlao~6«propo ri-purina
s{0,3 g5 1,6 nmcles) euja preparacdc pode ser efectuada em
conformidade com R.l. Balsiger e J.A. ngntgamery (7. Org.
Chem. 25:1573, 1960) e utilizando 1= (2—&63@4i~2~f1n0re~@-9—
~ribofuranosil)uracilo (c,52 g: 2,1 mmlas) cu;a preparagdo
pode ser efectuada em conformidade com J. F. Eadlngtoq e
putras'{s, Org. Chem. 29:558, 1964) preparou-se uma Suspens=
sfo em 50 ml de tamp¥o de fosfato de potdssio 2 wmi, pH 7,0,
contendo C,04% (p/v) de azida de potdssic, Ajustou-se o pi
da suspensdio para o valor 7,0 utilizando KOH. Agiclongu-se-
-lhe fosforilase da timidina (4 000 U,T.) e fosforilase dos
nuclebsidos da purina (14'060 UoI.) (T.A. Krenitski e oucros,
Biochemistry 20:3015, 1381 e Patente Norte Americana a2
4 381 344) e agitou-se a mistura de rescgdo & tempecatura
de 37%C. 20 62 gis diluin-se a misture de reacc8o até 250
wml utilizando tamplo de fosfato de potdssic 5 wi, pH 7,0,
conténdo 0,04% (p/v) de azida de potidssio ¢ adicionou-se~lhe
4 Q00 U.I. de fosforilase de timidina e 14 000 U.I. de fos-
forilase dos nucledsidos da purina, Ao 142 dia removeu-se o
solvente no vicus, Com o residuo pregarauuse uma suspensdo
em metancl/dgua e depois filtrou-se 'a suspensio. Ivaporou-se
o filtrado. Dissolveu~-se ¢ residuo em dgua gueate e aplicou-
~5e & uma coluna de 2,5 x 13 com de resina de permuta anidnica
(Bio~Rad AGIX2-forma de hidrdxido). Apds a lavagem da coluna
com Agua prreedeu~-se a eluiglio do produto com metanol fdgua
(1/1). Efectuou-se a combinag¥o das fracg®es gue contipham o
produto e removeu-se o solvente no vicuo. Dissolveu-se o
residuo em dgua e liofilizou~se para proporeionar e'camposta
em epigrafe cuja andlize revelou ser 0,9 hidrato.

pef. 93°C (fusﬁo parcial a 65°63 oy A max nm € x 10-3):
HCL O,1N, 283 (9,05}, 245 (7,37); pi 7, 280 (9,28), 248
(9,82); MaOK 0,1N, 280,5 (9,67).,; 249,5 (92,55).,

1 =14 3 i ko4 %
Anal, calculads para ”13“18fN504 U.2 mzﬁu

Caleulado: ¢, 45,69; H, 5,78: N, 20,49 ¥, 5,56.
Encontrados €, 45,757 ¥, 5,61y N, 20,51l ¥, 5,60«
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RMN-"H (200 milz, We,S0-36); & 8,09 (s, 1H, H-8); 6,49 (sb),
2, 2-Nu2): 6,08 {dd, 1H, H-1, JF,1l* = 16,4 Hz, J = 2,7 Hz):
5,65 {d, 1H#, 3'-0H, J = 6,0 Hz)s 5,42 (& aparente, 0, 5H,

0,5 (-2*), = 3,5 Hz); 5,14 {m, 1,58, 0,5 (H=2') e 5*-0H);
4,36 (m, 3H, H-3'; ¢ 6-0CH2)} 3,92 (m, 1H, H-4*):; 3,69 (m,
16, H-5%); 3,60 {m, 1H, H@TS'); 1,75 (sexteto aparente,

24, CH2, J = 7,1 Hz); 0,95 (r, 3H, CH3, J = 7,4 Hz).

Exemplo 19

Zmamingede (2«0 sok im 2= FLU0rg=f=D-ribo furanos il } = Guiodo=9iH-
—purins

Utilizando 2-amino-6-iodo-purina (0,8
g; 3,1 mmoles) cuja preparaglc pode ser efectuada em con-
formidade com R.T, Koda e outros {J. Fharm. Seci., 57:2056
1968) e utilizando l-(2-desoxi-2-Ffluoro-f-D-ribofuranosil)
vracilo (0,39 g: 1,6 mmoles} cuja preparacfio pode ser efec-
tuada em conformidade com J-Fe. Codington e owiros (J. Org.
Chem. 29:558, 1964) pre@arau—Se oma suspensdo em 20 wml de
tamp¥o de fosfato de potéssio 10 mM, pH 7.0, contendc O,04%
{(p/v) de azida de potéssioc. Ajustou-se o valor do pi da
suspensio para 7,2 utilizande KOH. Adicionou-se-lhe fosfo-
rilase da timidina (2 000 U«I.) e fosforilase dos nucledsidos
da purina (3 250 U.IZ.) (T.A. Krenisky e outros, Biochemistri
2023615, 1981 e Pytente Norte Americana ne 4 381 344) e agi-
tou-se & suspensio 3 temperatura de 37%. 2o 120 dia
ajustou~-se o pi da reacgdo psra o valor 6,8 utilizando
&cido acéticn e adicionou~se=lhe 2 000 U.I. de fosforilase
da timidina e 3 250 U.Z. de fosforilase dos nucledsidos da
purina. 2o 262 gia dilulu-se & migtura de reacc¥o até 500
ml com tamp¥o de fosfato de potdssic 5 mi, pH 7, contendo
0,04% (p/v) de azide de potdssio e adicionouwse-lhe 2 000
UL, de fosforilase da timidina e 3 250 I,T. de fosforilase
dos nucledkidos da purina. Ao 402 dia filtrou-se a mistura
de reacg3o. Bvaporou-se o filtrado. Com o residuc preparoi-
-S€ uma suspensdio em ég&a/n~prcpan01 {7/3) e £iltrou-se.
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Evaporou~se o f£iltrado, -Com o residuo preparcu-se uma
suspensio em metanol ¢ depois Ffiltrou-se. Purificou~se 0 pro=-
duto gue continha o £iltrado poxr cromatografia numa coluna
de 5 % 90 cm de "Biogel P-2" (Bio-Rad) utilizando como sol-
vente Agua/n~propancl (7/3), ¢ depois submeteu~se a croma-
tografia numa -soluns de 5 x 90 om de "“Sephadexz G-10%
(Fharmacia IXB) wtilizando como solvente Agua/n-propanocl
(7/3). Depois removeu~-se o solvente no vicuo, ¢ com o resi-
duo preparou~se uma suspens¥o em Agua e licfilizou-se para
proporcionar o composto em epigrafe cuja andlise demonstrou
ser 0,6 hidrato,

p. £, 135°C (fusSo parcial a 108-110°¢) UV )} max ( € %10-3):
ECL 0,11, 318 (7,94): pH 7, 315 (8,30); MhoH O, 1H, 315 (8,36),

Analn galCt @ara [+ PIN_C Osﬁ ¥, 03

10811 FINGO04 2
Caloulado:. €, 29,59; ¥, 3,03; N, 17,25; F, 4,68; I, 31,26,
Encontrados €, 29,69; H, 3,006; N, 17,22; 7, 4,443 I, 31,47.

R;»fm-lzf:z {300z, E&ezso-waé}s S 8,33 (s, 1H, H-8); 6,96 (sb),
28, 2-MH2); 6,09 (gd, 1H, H-1*, J%,1' = 16,7 Hg, J = 2,4 Hz):
5,69 (&, 11, 3'-0H, J = 6,3 Hz); 5,33 {834, 1€, H-2%, JF,2'
52,8 Hg, J1Y,2Y = 2,4 Hz, J2',3% = 4,2 Hz); 5,16 (&, 1H,
5000, T = 5,3 Hz)y 4,42 (m, 1K, ©~3%)y 3,95 (m, 1H, H-4');

34 77 (m‘, l:’{'.f, E’E&"’ﬁ’); 3,60 (m, 1:‘:{' 115"‘5’)'

9~ {2~desouni-2-£luorc~pf=t-ribofuranosil ) -G-ngtil-amnino- 9k~
=puring

ey

Utilizando G-metil-amino-purina (Sigma
Chemical Cowpanm: 0,8 g 5,4 mmoles) e 1-{2-Gesoxiw2-fluo-
ro-p-D-ribofuranosil)uracilo (0,39 g; 1,6 mmoles) cuja pre-
paragdo pode ser efectuada em conformidade com J.F. Codington
e outros {J. Org. Chem. 295558; 1964) preparou-se uma SusS-
pens¥o em 20 wl de tampdo de fosfato de poivdssio 10 w4,
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pH 0,7, contendo ©,04% (p/v) de azida de potissic. Adicionou~
~sc-lhe fosforilase de timidina (2 400 U.I.) e fosforilase
dos nucledsidos da purina (3 900 U.I.) (T.A. Krenitsky e
outros, Biochemistrl 2023615, 1981 e Pztente Nprte Ameri-
cana n? 4 381 344) e agitou-se a suspens@o & temperatura de
3706, Ao G2 gia diluiv-se a wistura de reacgdo até 100 ml

com tamp¥o de fosfato de potdssio 5 mM, 7.0, contendo 0,04%
{n/v).de azida de potissio. Ao l72 dia f£iltrou-se a mistura
de reacgliv. Byaporou-se o £iltrado. Com o residuc preparou-
~ge wan cuspenstio em metancl e depois filtrou-se. Bvaporou-se
o filtrado. Dissolveu-se o residus em dgua e aplicou-se a

una coluna de 2,5 x 7 cm de resina de permuta anidnica
(Bio-Rad ACILX2-forma de hidrdxido). Procedeuv-se 3 eluic¥o do
nrodubo com agua, Bfectuou~se a combinagdo éas fracgfes gue
continhan o produto e removeu-se o solvente no vicus. Dissole
veu~5e o residuc em fgua e Filtrou-se através de uma membrana
filtrante com poros de 0,2 um. A liofilizagdo do £iltrado
proporclonou o composte em epigrafe.

p. £. 140°C (zetracgo a 65°, Ffus¥o parcial a 110%Q) wv
M maxoam { £ x 10-3)s HCL O,1N, 261,5 (i6,2); pH 7.
265,5 (15,0} NaGH O,1N, 266 (15.3).

s

Anal. ©yle. para C??Hi TVBOB

Zalconlados ¢, 46.04z H, 4,98 N, 24,72 ¥, 6,7).
Encontrados ©, 46,48; H, 5,07; N, 24,63; 7, 6,93,

g

1
Qe H (300 mHz, «250~d6)° 25 8,37 & 8,25 (28, 24, H-8 &

Z&%ﬂ?ﬁm(ﬁ%l&v&WQz@ﬁéhﬁ,l” 5-1%, JF,1* = 16,8
im, 0= 3,2 Hz)s 5,74 {g, 1H, 3'-0H, J = 6,1 Jz)a 5,44 (aaaq,
16, =2, IR, 2% = 83,0 Hz, 31%, 2% = 3,2 Hz, J2% 3* = 4,4
Lzly 5,28 {&, 18, B'-OH, J = 5,6 Hz)s 4,49 {m, 15, E=3'):
3,99 (w, 1§, H-4%); 3,75 (m, 1H, H, ~5')7 3,58 (m, 1H, H ng')’
2,95 {(sb, 3, N-CH3).
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‘de tamp¥o de fosfato de potdssic 5 wi, pPH 7,0, contendo

Exemplo 21

=G=ctoxi-OH-purina

Utilizando 6-etoxi~purina chemical Come
pany; 0,2 g5 1,2 mmoles) e 1-{2-desoxi=2=-fluoro-{f-De-ribofu~
ragosil)uracilo (0,4 gs 1,6 wmoles) cuja preparagfio pode ser
efectuada em conformidade com J. F. Codington ¢ outros (J.
Org. Chem. 293558, 1964) preparou-se uma suspens3c em 20 ml

0,04% (p/v) de azlda de potdssio, Ajustou-se o pH da sus-
pensdo para o valor 7,0 utilizande KOH ¢ adicionou~se~lhe
fosforilase da timidina (2 000 U.IZ.) e fosforilase dos nu-
clebkidos da purina {5 540 U.I.) (P.A. Krenitsky e outros,
Biochemistry 20:3615, 198l e Patente Norte Americana n?2
4 381 344) e depois agitou-se a suspens¥o 2 temperatura de
3708. Ao 58 dia adiclionou-se-lhe mais 2 000 U.I. de fosfori-
lase da timidina & 2 700 U.I. de fosforilase dos nucledsidos
da purina., Ao 32 dia adicionou-se~lhe 0,2 g de G-gtoxi-purina
Ajustou-se o pH da réacgﬁc para o valor 7,0 utilizando KOH e
adicionou~ge~lhe 2 000 U,I.: de fosforilase da timidina e
5 540 U,I. de fosforilase dos nucledsidos da purina, Ao 282
dia filtrou-se a suspensfio. Aplicou~se o filtrade a2 ums Co=~
luna de 2,5 x 8,5 om de resina de permuta aniénica_(Bio-
-Rad AGLiZ-forma de hidedxido). Apds a lavagem com Agua
procedeu~se 4 eluiglo do produte com mstanol/agua (3/7).
Efectucu-se a cowbinag¥o dag fracg@es que continhiam o produto
e removeu-se o solvente no vécuon, O produto contido no resi-
duo ainda fol purificado por cromatografia numa columa de
2,5 % 9 com de "Blogel P-2" (Bio-Rad) ubtilizando como sol-
vente agua/metanol (8/2), recorrendo & cromatografia numa co-
luna de 2,5 x 50 cm de gel de silica utilizando como solvente
acetonitrilo/dgua (49/1). Gfectuou-se a combinac3o das frace
¢8es gue continham o produte e removeu-se o solvente no vi-
cuo. Dissolveu-se o residuo em dgua e liofilizou-se para
proporcionar o composto em epigrafe cuja anidlise revelou ser
0,5 hidrato.

- 53 =




Ps £. 85-87°¢ (fus%o parcial a 60°¢c uv A max ( € x 10-3);
ECL O,1N, 249 (11.4), pH 7, 248 (11,7); NaoH 0.1N, 249
(12’6).

Anals Cale. para Glz lﬁyﬁgﬁé 0.5 ﬁgQ:

Calculados Cy £6,91; H, 5,25; N, 18,23 F, 6,18,
Encontrado: C, 46,80; H, 5,23; N, 18,21; F, 6,635,

mu;;e-.-.l:% (200 wiiz, sezssc-aﬁ} 5 8,59 @ 8,53 (2s, 2H, e H=2):
6,31 (@4, B-l*, JF, 1" = 17,0 Hz, J = 2,5 Hz); 5,70 {(a, LH,
3'«0H, J = 6,3 Hz); 5,43 (d¢d, 1H, #-2', JF,1% = 52,9 Hz,
Jl*', 2% = 2,5 =z, 32',3% = 4,4 Hz); 5,12 (&, 1H, 5%0H, J =
= 5,4 Hz); 4,59 (q, 2H, 6-0CH2, J = 7,0 Hz); 4,51 (m, 1H,
i2-3'5 3,98 (m, 1H, H~4'); 3,73 (m, 1K, B -4'); 3,61 (w, 1g,
H@-S‘): 1,40 (%, 3H, ~CH3, T = 7,0 Hz)a.

Exemplo 22

2-Amino=2-{ 2-desoxi~2~ £l uorg=-p-D-ribofurancsil ) = 6-metil-tio=

. Gtilizando 2-amino-G-metil-tio-purina
(Sigma Chemlaal Cotmpanys 0,6 gz 3,3 mmoles) ¢ 1-{2-desoxi-2-
- £luore-f~D-ribofuranosil)uracile (0,3 g5 1,2 mmoles) cuja
preparagdo. pode ser efectuada em conformidade com J.Fe Coding-
ton e outros (J. Org. Chem. 293558, 1964) preparou-se uma
suspensdo em 200 wl de tamplic e fosfato de potdssb 5 my,
pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potéssio, Agicionou-
-se-lhe fosforilase da timidina {4 000 U.I. e fosforilase dos
nucledsidos de purina (6 500 U.T.) (T.A. Krenitsky e outros,
Blochemistry 20:3615, 198l e patentes Norte Americana n¢
4 381 344) e agitou-se a suspens¥o & temperatura dge 37°C. Ao
142 dia diluiu-se a mistura de reacg¥o até 400 wml com tamp3o
de fosfato de potdssio 5 wf, pH 7,0, contendo 0.04% (p/v) de
azida de potassio e adicionou-selhe 8 000 U.I. de fosfori-
lase da timidina e 6 500 U«I. de fosforilase dos aucledsidos
da purina, Ao 252 dia ajustou~se o pH da mistura de reaccHo
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oH, 2-1H2); 6,14 (6@, 1H, Hel%, JF,1' = 16,4 Hz, J = 3,2 Hz)s

Exerple 23

para o valor 6,9 utilizanda GH* A9~392 dia filtrou-se a
mistura de reaccao. &plicau—se o filtrado a uma coluna de
2,5 x 13 cm de resina de permuta anibénica (Bio~Rad AGLIX2-
-forma de hidrdxide) e pmocedéu~-se 3 eluic¥o do produtc com
metancl/3gva [3/7). Apds a.remocdo do solvente no vAcuo pre-
parou-se com o residuo uma suspens¥o em &gua ¢ liofilizou-
-se para proporcionar o composto em epigrafe cuja andlise
revelou ssr 0,5 hidrato.

D Fus as-.ew?, an }\ e (5 1@«-3)« ri(‘:l 0,1N; 32? (11,6},
250 (11, 2). 263 (sh); p¥ 7, 311 (12,8), 257 {(sh), 246
(15,1); NaOH ©,1N, 311 {13,3), 257 (sh}, 246 (14,8).

Ana}, Ca}c; para 011 IAFEBOzs 0,5 ﬁéo'

Calculado: C," ‘1‘0@?4¢ Hg 7 66; I, 23—359; ¥, 5,80z Sw_ 9;.890

Bpcontrade: €, 40,79 H, 4,66; N, 21,55; F, 5,89 5, 9,84,
RUN-TH (80 wiz, Me,S0-d6): 5 8,17 (s, 1H, H-8): 6,57 (sb,
5, 64 (ﬂb l,SE, 0, 5:(Hm2‘} e 3%0H}; 5,11 (w, 1,53, 0,5

(m.. 1, m&-a e Mﬁ-«s*): 2,58 (s, 3H, 6~SCH3).

9. aﬁavax1—?~z1uorg-8-3~rlbaluram¢511)uéoiodanga~g wlna

Utilizando 6-1ad0~phrlna (s1 gma Ghemzcal
Company: 0,7 g5 2,7 mmoles) e 1a(2-&escx1~2~rluo:o~§—n-
~ribofuranoeil)uracilo (0,4 g; 1,7 umoles) cuja prepara¢§o
pode ser efectuada,em conformidade com Ja#F. Codington e ou-
tros (J. Org. Chem. 293558, 1964} prepsrov-se uma suspen—
s¥o0 em 20 mi de tamp¥ic de fosfato de potdssio 10 wd, pH 7,0,
contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio. Adicionou-se-lhe
fosforilase da timldins (2 620 U.1.) ¢ fosforilase dos nuw
cledsidos da purina (4 360 U,I.) (T.A. Krenltsky e outros,
Biochemistry 20:3615, 1981 e Patente Norte Americana n®
4 38l 344) e agitou-se a suspens¥o 4 temperatura de 37°C. 2o
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212 gia diluiu~-se a mistura de reacclo até 50 mi com tamp3o
de fosfato de patéssio 5 mi, pB 9, ¢cntenﬁa 0,04% (p/v) de
azida de potdssio e-adiclonou-se-lhe 4 000 U.I. de fosfori~
lase da timidina e 6 500 U.I. de fosforilase dos nucledsidos
da purina. Ao 432 dia diluiu~se & mistura de reacc¥o atd 250
ml com dgua e adicionou-se-lhe 2 000 U.I. de fosforilase da
timinidina ¢ 3 250 U.I. de fosforilase asé nucledsidos da
purina., Ao 572 dla filtrou~se a mistura de reacgBo. Evaporous~

-se o filtrade, Com residuc preparou-se uma suspens¥o em metaw|

nal tépicc e depois filtrou-se. Evaporou~se o filtrado. Dissol
veusse o residuc em fgua/n-propanol (7/3) e aplicou~se a uma
coluna 7,5 % 90 cm de *Biogel P=2" (Bio<Rad) utilizando como
solvente &gua/nepropancl (7/3}. Efectuoti-se a combinago das
fracgles qgue continham o produto e rémoveu~se ¢ solvente no
vacuo. Dissolveu-se o residus em metanol quente e aaieianaup
-se~lhe dgua até se formar um precxpiﬁaﬂa. Removeusse o meta—
nol no vicuo. Depols de se ter deixado em repoaso durante a
noite procedeu~se & filtracBo da suspens3c. ¢ residuo da Filtr
¢d0 continha a massa prineipal @é yradﬁtc.iﬁvapcrau4se o £ile
trado e repetiu-se o procedimento anterior atd sé precipitar
o produto remanescente. Efectuou~sge a écmbinég§d dcs,éesiduos
de filtracdo e preparou~se ums suspensdo em dgua. A liofilie
zaglo proporcionou o composto em epigrafe. ' '

pef. 198-200°C (dec.)

UV A max nm ( £ x 10-3); HCL O,1N. 2?*5 (11,1)/ 257 (sh);
pH 7, 275 (11,1}, 258 {sh): N=0H O,1N, 276 (9,982, {gh),
303 (Sh)o

Anal. C¢ale, para cle 10 £1§493

Calculados €, 31,60; H, 2,65; N_,’ i4,74; ¥, 5,00; I, 33,39.
Encontrado: C, 31,70; H, 2,707 N, 14,69; ¥, 4,96; I, 33,48.
RUN-TH (20 wHz, Me ,80-d6) s S 8,87 ¢ 0,66 (s, 28, H-8 & H~2)7
6,35 (a4, 1H, B~1', OF,1% = 17,0 Hz, J = 2,0 Hz); 5,76 (m,
1,58, 0,5 (H«2') e 3%OH); §,14 (m, 1,5H, 0.5 (H-2%) e 5%-
< % 1y '

Hy 5% e hﬁ__ﬁ ).
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Exemplo 24

Preparaglo de 9-{2«desoxi-2-fluorow5=0mi=valinil=p-Deribo~

fyranosil)~adenina e do_seu sal bis-cloridrato

A uma solugdo de 9-(2~desoxi~2-fluoro-f-
-D-ribofuranosil)adenina (500 mg; 1,86 mmol), de FMOC Leva=
lina (820 mgs 1,3 equivalentes) e de DMAP (10 mg) em DMF seco
(14 wl) & temperatura de ¢°C adicionou-se uma solucdo de DCC
(diciclohexil-carbo-di-imida) (250 mg; 1,35 equivalentes) em
CH,CL, (2 ml) sob agitag¥e. Deixou-se a mistura atingir a
temperatura ambiente, agitou-se durante 90 minutos e depois
evaporou~se in vacuo. Apés evaporagdo conjunta com etanol
removeu~se o residuo com CHCL,/MeOH (9:1) e filtrou-se. A
segulr evaporou-se o £iltrado ¢ depois submeteu-se a cromato-
grafia intermitente sobre 5102, tendo-se efectuado a eluigﬁc
com um gradiente de EtOH em CHCl3 {5%=10%) «

A fracgdo cuja eluic¥o ocorreu primeiro
era o 3',5'%bis-ester (230 mg) contendo um pouco de diciclo-
~hexil-ureia. A segunda fracg3o foli ¢ 3'-monoester e a ter-
ceira fol o 5'~monoester (190 mg).

O ester valinato protegido por FHOC na
posicg8o S5°* fbi depois tratado com uma soluglo de piperidina
{1 ml) em DMF {4 ml) & temperatura ambiente durante 5 minutos,
depols evaporou-se ip vacuo, dissolveu-se em dgus (25 ml)
e lavou-~se cam-CHcl3 (30 ml). Evaporou-se a Agua para propor-
clonar uma goma incolor a qual fol removida com uma solugHo
aquosade &cido acdtico e depois evaporacu-se € Co-evaporou-se
cometanol e &ter para proporcicnar o &ster 5'-O-valinato com
o aspecto de um sélido amorfo higroscdpico (100 mg).

Anal. lsﬂzl}?n (&) 4 1.5 CQ Ht 1.5 H Q

3
Caloulado: C 44,53y H, 6,23; N, 17,32
Encontrados C 44,38; H, 6,327y N, 16,94

Pefe ¢ Decomple~se acima de~1§0°C,
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Preparou~se o sal bis-cloridrato dissol-
vendo o éster 5'-O-valinato em isopropancl sguindo-se a adi-
¢%o de isopropanol previamente saturade com Adcido cloridrico
gasoso ¢ depois evaporou-se o solvente., Removeu-se o sdlido

brance com MeOH e pirecipitou-se com &ter & temperatura de 0%,
A filtrag¥o proporcionou o sal bis-cloridrato.

Calculado: C 40.00: H, 5.37; ¥, 18,67

Encontrados C 40,206; H, 5,19; N, 18,74

pefe 210-213° {gec.)

Exemolo 25

Bis-cloridrato de 2-amino=9-{2«desoxi-2«fluorp=f=--ribofu~
ranosil)-9H-purina

A uma solugHo de 2-amino=9-{2-desoxi-2-
~fluoro~f~D-ribofuranosil)=-9H~purina (300 mys 1,11l mmol) em
MeCid (20 ml) adicionou-se isgopropancl (2,5 ml) previamente
saturado com &cido cloridrico (HCL) gasoso. Adicionou-se-lge
acetona (15 ml) e evaporou=se a soluc¥o praticamente até 3
sSecagem no vacuo ¢ d temperatura anbiente. A trituracdc com
acetato de etilo (15 ml) proporcionou um sélido branco o
qual foi f£iltrado ¢ lavade com éter.
pef. 160-163° (dec)

Anal. CIOHIZF ﬁSQB.EHCI
Calculado: €, 35,0L; H, 4,12; N, 20,42; ¥, 5,55
Encontrados C, 34,79; H, 4,23; N, 20,32; ¥, 5,66.

Exemplo 26

Bis-cloridrato de 2, 6~diamino~2-{2-Gesoxi-2-£lucro~E~D-ribo-
furanosil)-SH-puring

A uvma sclugdo de 2, 6-diamino-9-(2-desoxid

-2-fluoro-B-D-ribofuranosil) -9H-purina (300 mg; 1,06 mumol)
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em MeOH (30 ml) adiclonou-se isopropanol (2 ml) previamente
saturado com HCl gasoso. Evaporou-se a solucHo até”

um pegueno volume (5 ml) 3 temperatura"ambieéte, e depois
adicionou-ge-lhe BtOH (15 wl) para precipitar o bis-clori-
drato no estado sélide e de cor branca.

p.f. 165-168°C (@ec)

Anal. CyqHy 3FNO,

Calculados €, 33,627 H, 4,23; H, 23,53; F, 5,32
Encontrados C, 33,54; H, 4,2¢; N, 22,98; 7, 5,33.

H,.FN_O, . 2 HCL

Exemplo 27

(2-desoxi~2~fluore-B-D-rikofuranosil}-cuanina

Ao composte 9-{(2-desori-2-Eluorgwf-b-
~ribofuranosil)-guanina (50 mgy 0,175 mmol) adicionou-se
uma solugBo de NaOH (7 mg) em Bgua (2 ml) e aqueceu-se a
migtura suavemente até se obter vma sclug¥o limpida, Depois
liofilizou~se a solugdo para proporcionar o composto em epi-
grafe no estado s8lido ¢ de cor branca.

p.£. 185-190°C (gec)
Anal, CIGE*2113'N50 4 N, 1,75 HZO-

Calculados €, 35,45; H, 4,31l N, 20,67
Epcontrado: €,35,59; H, 4,33; N, 20,64

Exemplo 28

A uma solugHo de 9-{2~desoxi=Z-flucro~-
-f-D-ribofuranosil)guanina (300 mgs; 1,05 mmol) em MeOH
{200 ml) adicionou-se uma solugfo de isopropancl (2 mi)
previamente saturado com HCQL gasoso, seguindo-se a adigdo de
acetona (50 wl). Bvaporou-se a solugfo até se cbter um peque-

no volume {30 ml), adicionou~-se acetona (150 wml) e reduziu-se|




novamente o volume da mistura para um valor menor. Repetiu-
-ge esta nperag&aﬁsenda'a velume f£inal de 10 ml. Adicionous-
-se BtOH (20 ml) e depois adicionou-se EtOAc (40 ml). Deixou~
-5e em repouso tendo-se cbservado a precipitaglic de um produ-
to com o aspecto de um sdlide branco. ‘

pe . 192-193°C (gec)

Anal, cmﬁlgmso 4 HCL ou4 HO | o
Calculado: C,36, 51; H, 4,23; N, 21,29: H, '19.,_77

Encontrades C,36,50; H, 4,54; N, 21,36; N, 10,90

Exemplo 29

A uma solug¥o de 9-(2-desoxi-2-fluoro-
-P=D-ribofuranosil)adenina (500 mg; 1,86 mmol) em MeOH em
(40 ml) e 8gua (10 ml) adicionou-se uma solug¥o de isopropa-
nol (15 ml) previamente saturade com HCl gasoso. Evaporou-~se
a solucdo no vicuo & temperatura ambiente e triturcu-se com
EtOH (25 ml) para proporcionar o ccutpoéto em epigrafe no
estado sdlido e de cor branca.

Do £ 205-210° (aec)

Anal, Gioﬁ12?N503‘HGl | |

Calculados C, 39,29 H, 4,29; N, 22,9l; CL, 11,60
Epcontrade: €, 39,367 H, 4,34: W, 22,89; CL, 11,52

Exemplo 3C

9~ (2-desoxi-2-£fluoro-2=D-ribofurancsil) adenina~5 *~monofos faw
to

Dissolveu=se 9= (2-desoni-2-flucromfei=ri-
bofuranosil)adenina (do Exewplo 87 0,47 g 1,7 wmwol) em 7 ml
de 1,3~dinetil~3, 4,5, 6-tetra~-hidro~2(1H)~pirinidinona, Apds o
arrefecimento desta .soluglo para a temperatura de 8°C em banho
- GO =




de gelo/metanol adiclonou-se~ihe O,éévml'&e oxicloreto de £6s-
foro (7 mmol) sob agitaglo vigorosa. Decorridos trés minutos
interrompeu~se a reacgdo por adiglo de 10 n&zdefégua fria.
Manteve-se a mistura de reacg¥o em banho de gelo durante 15
minutos e depois neutralizou-se para pH 8 utilizando hidréwi-
do de amdnio, ' :

Efectuou-se a separag¢do dos produtos de
reacglio recorrendc & cromatografia de permuta anidénica sobre
"DEAE Sephadex AréS"a.Dilaiurse-é,miétura~ée reacclo até 600
wml com agua e aplicou-se a uma coluﬁé de cromatografia con-
tendo cerca de 80 ml de "DEAE Sephadex A-25" a gual havia
sido previamente eguilibrado com bicarbonato de ambnio 50 mM.
Lavou~se a coluna com 2,5 litros de bicarbonato de amdnio
50 mM para se remover o fosfato inorgfnico. Procedeu-se 3 eluiw
¢¥o dos nucledtidos com 2 litres de um gradiente linear de
bicarbonato de awmdnic 50~500 mid. Observou-se primeiro a elui-
¢80 de 9-{2-desoxie2=fluoro~pf-o-ribofuranosil) sdenina=~5"*-
-monofosfato e depois observou-se a eluigdo de 9~{2~§esoxi~
-2~ fluoro-f~D-ribofuranosil)adenina«3*, 5'~bisfosfato. Reu-
niu-se as fraccBes que continham-cada um nucledtido e proce-
deu-se 4 secagem no vicuo para a remoc3o da 3guz e do bicar-
bonato de aménio.

Obteve-se o conmposto 9 {2-desoxi=2=fluo-
ro-8=D-ribofuranosil)adenina~5'~monofosfate sob a forma de
sal deambnioc em conformidade com o esguema anterior, mas o
sal sddico, neste caso, évp sal farmacologicamente desejado.
Permutou~se o sal de amdnio pelo sal sbdico utilizando resi-
na de permuta idnica "Dowex 50". Freparou-se uma solug¥o de
9= ( 2=desoxi=2«fluoro~p-D=ribofuranosil) adenina«5~ronofosia~
to (1,3 mmol) em 10 ml de &gua e aplicou-se¢ a uma coluna
contendo cerca de 10 ml de Bio Rad AG50V-¥8 (forma sddical a
gual havia sido previamente eguilibrada com 4gua. O nucledti-
do foli eluido com 4gua. Procedeu-se & combinag¥o das fracc¥es
gue continham o composto 9=-{2«desoxi-2-fluoro=f-D-ribofurano-
sil)adenina-5'-monofosfato e liofilizou-se para proporcionar
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0,49 g (1,2 mmol); 72% de rendimento), q

RMN-H 4 (4,-DMS0) 5 8,0 (1B, s, H2),7,7 (14 s, H8)
57e5,9 (lH, dd, Hl*, separado por ﬁz*, ¥), 4,8 e 5,0 (1H,
&d, H2*, separado poa H1*, F), 4,1 (1H, m, H3*), 3,9 (I¥, m,
HA*), 3,6 (28, m, H5

RMN-TH &, (D,0) 8,5 (1H, s, HZ), 8,2 (i, s, HB), 6,3 e

6,5 ilri, d, ﬁl' separado por H2*, F}, 5,3 e 5,6 (1#, 4, u2¢,
separado por Hi', Fl, 4,7 (1&, 0, a:-s*), 4,4 (18, w, Hé'),
4,1 {28, m, H5'), '

RMN 317, & (D,0) 1,48 (s)

Egpectro de UV: em HCL,0, 1M, 7« wman a 256‘ 'mng emﬁ'feszﬁaﬁo de
amdénio 400 wi, pH 5,5, A max a 259 nmrem fosfoto de
potassio 50 wi, 9H 7,0, ‘max a 259 amp em Na OH ©,1#,
wax a 259 nme | | S '

O espectro de massa proporcionou dois
picos principais pars os fragumentos ibnicos com os pesos
moleculares de 27C & 136, c@wesg@ndent% respectivamente

a0 composto 9—(2—&@5@ 1—2—-xlmmuywz::nv‘mm.uﬁanos.al)aeenma,

, A clivagem total gue origina o nucleésidc
fol observada apbs incubacZo com 5'-nucledtidase (Sigm&).

ﬂropdmﬁeu baﬂeﬁ’osﬂaa‘m = 1,00/1,03, Dgter-
minou-se a cmncenﬁragﬁo total de fosfato pelo mbtodo de Ames,
B,lv, em “Methods in Ensyuology® Vol. 8 pp. 115-118, 1966,
Determinou-se a concentrac®oc de nficleos-base recorrendo ao
cocficiente de exting3o dos mzc?ec:s idos por UsV,

Exemplo 31

9- {2~desoni-2~fluoro~p-D-ribo furanosil) ~adenina=-5'~monofos~

fato (FHAP)

Efectuou-se a combinaclo dos compostos 94
- (2-desoxi-2-fluoro=f-D-ribofuranosil)adenina {do Bxemplo 8;
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1,2 mg; 4,3 mmol)s fosfato de p~nitrgfénilu {22 umol) (solu-
gHo 1M de reserva ajustada para pH 5,4 com 4cido acdtico) e
0,05 ml de fosfotransferase dos nucledsidos provenientes de
Serratia marcescens / A. Pyfer et al., J. Biol. Chem. 253
8721-8727 (1978) e Paienté Norte Americana n® 4 136 175,

23 de Janeiro, 1979 7 com #gua para proporcionar um volume
final de 0,22 ml. BEfectucu-se a incubagHo d temperatura de
37°¢C durante a noite. Com toda a mistura de reacgdo produziu-se
umna mancha nuna placa de celulose para cromatografia de camada
fina preliminar e depois efectuou-se o processamento em ne
~propanol/15 i de NH,OH/H,0: 6/3/l. Apds a secagem da placa
raspou-se a drea que continha os nucledtidos e procedeu-se &
elui¢¥o desses nucledtidos a partir de celulose com Agua,
Obteve=se o composte 2-(2-desoxi=2=fluoro-R-~D-ribofuranosil)
adenina-5'~monofosfato com o rendimente de 25% (1,1 umol).

Egpectro UV: em Agua, A maz a 257 nm.

Este composto foi completaments clivade
pela fosfatase alecalina e pela 5'-~nucleotidase para proporoice
nar o nucledsido 9-(2-desoii-2-Ffluoro-L-D-ribofurancsil)ade~
nina,

Proporg¥o base/fosfato = 1/8, indicando
a contaminac8o por fosfato lnorginico, '

Exemplo 32

9~ {2-desoxi-2-£luoro-g-D-ribofuranosil)adenina-3", 5'~bis~
fosfato

Obteve-se o composto 9-{2-desoxi-2~Fluoro-
=f=D=ribofuranosil)adenina~-3*,5*bifosfato sob a forma de sal
de amdnic apés avaporaglo de fracgles provenientes de uma colus
na de permuta idnics (do Exemplo 30) {0,35 mwol: 20% de rendi-
mento) .

Obserwou-se o diagrama caraeteristico de
manchas por CCF apbs incubagfo com nuclease Pl (Bochringer
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Mannhelm), fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim), 3-nucleo-
tidase (Si{gma) e 5*-nucleoridase. A fosfatase alcalina clivou
completamente o composto 9-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-ribofura-
nosil)adenina-3*,3'~-bifosfato proporcionande o nucledsido
original; a nuclease Pl e a 3-nucleotidase clivaraw-no para
proporcionar o composto 9-{2-desoxi=2-£luoro=2-F=-D-ribofurano-
sil)adenina-5'-monofosfato e a 5*-nuclectidase sdo o clivou.
Estes resultados s3o consistentes com aguilo gue se sabe

sobre estas enzimas e com ¢ gue se sabe de outrxos analagas

de fosfato dos nucledsidos conhecidos.

Espectro de UVs em fosfato de ambnioc 400
mM, pH 5,5, miximo a 259 nm.

Exemplo 33

Procedeu-se d combinag3o dos compostos
9- ( 2-desoxi-2-fluoro-pR-D-ribofuranosil)guanina (do Exemplo
7: 0,9 wgs 2,9 umol), fosfato de p-nitrofenilo (solucdo 1M
de reserva ajustada para pH 5,4 com 3cido acltico) e 0,04 ml
de fosfotransferase dos nucledsidos proevenientes de
Serratia marcescens / Fyfe, et al., J. Biol. Chem. 253, 8721~

-8727 (1978) e Patente Norte Americana n® 4 136 175, de

23 de Janeiro, 1979_7 com 4gua para proporcionar um volume
final de 0,15 ml. Efectucu~-se a incubag¥o 3 temperatura de
37°C durante a noites Com toda a mistura de reacgdo produ-
ziu~-se uma mancha sobre uma placa de celulose para cromatograe-
fia de camada fina preliminar e depcis efectuocu-se o processa-
mento em n-propancl/1S M de Nﬁ40H/329»6/3/1a Apds a secagem
da placa raspou~se a drea que continha os nucledtidos e depoils
efectuou-se a eluiclo desses nuclebiidos a partir da celu-
lose com &gua. Obteve-se ¢ composto 9= (2-desoxi~2-fFluoro-f-
~D-ribofuranosil)guanina-5*-monofosfato com um rendimenio de
11% (0,33 umol). Egpectro de UV: em Agus, mixipu a 248 nm,
pico a 267 nm.
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Este composto foi totalmente elivado
pela fosfatase alcalina e pela 5'-pucleotidase para propor
cionar o nucledsido 9=(2~desoxi=-2-fluoro= B <D=ribofurano-
sil)guanina. )

Proporg8o base/fosfato = 1/30, indica~
do contaminag8o por fosfato inorgénicoys

Exemplo 34

9«(2-desoxi=2=-fluoro= 8 ~D-ribofurancsil)quanining=5"=-mono=

fosfato (PGMP)

v ¢

Dissolveu-se o composta 9-(2-desoxi-
~2-fluoro- 4 -D-rbiofuranosil)guanina (0,0158 g; 5,2 x 1072
mol) em 0,2 ml de fosfato de trietilo e arrefeceu-se para
a temperatura de -8 %. Adicionou-se-lhe oxicloreto de fos—
faro (0,015 ml; 1,6 x 10 =4 mol) de uma 86 vez, sob agita-
¢8o, e tapou-se © vaso de reacgfio com uma folha de alumi- .
nio para proteger os reagenltes contra a luz. Deixou-se a
temperatura Variar até 0% e agitou=-se durante 4 horas.
Depois temperou-se a reacgﬁe!adicionando-lhe gelo e a
gseguir ajustou-ge o valor do pH para 7 utilizando NaOH
1N, Extraiu~se esta soduc¢Bo aguosa com GH013 (2°x 2 ml).
Registou-se o pH da solugZo aguosa para o valor 7,5.

Purificou~se este composto por croma-
tografia com "DEAE Sephadex" por um progesso identico szo
utilizado com "2'-FAMP" do Exemplo 30, mas .com um gradieﬁ-
te de bicarbonato de amépio varidvel entre 50-600 ml. O °
rendimento na obtengHo do sal de aménle foi de 40%, 9 ng3
0,02 mmol.

Espectro de OV: em HC1 0,1 M, A max a 254 nm, pico a
275 nnme

Bste composto foi completamente cli-
vado pela fosfatase alcalina e pela 5'-nucleotidase para
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proporcionar o nucledsido 9-(2-desoxi-2-fluoro- 4 -b-ri-
furanosil)guanina.

ProporgHo base/fosfato = 1.0/0,9.

Exemplo 35

9~(2~desoxi~-2~fluore- 4 ~D-ribofuranosil)guanina=5 tetrifose-

fato (FGTP)

Sintetizou-se o trifosfato enzimdticaw |
mente a partir'QO_S'emoanstato.‘?rQGQQeu~se 4 incubacgfo de
5 mg (12 umol) de 2'~FGMP do Exemplo 34 3 temperatura de
37°C num volume final de 2 ml com (concentragfo final): tria
fosfato de adenosina, 10 mM, PLPES de potdssio, 50 mM, pH
6.8, MgCl, 10 md, piruvato de fosfoenol 12,5 mi, 4 UI/ml -
de difosfato-quinase dos nucledsidos (Boehringef Mannheim),
0,77 UI/ml de guanilato-quinase (Boehringer Mannheim) e
20 UI/ml de piruvato-quinase (Boehringer Mannheim). Veri-
ficou-se a existéneia de pequenas quantidadesfde 9-(2-dego~
xi=2-fluoro- 4 -D-ribofu:anosil)guanina—5‘-@ifosfata (FGDP)
por CLER de permuta iéﬂiea-analf%ica, mas o produto predo-
minante foi 9-(2-desoxi-2-fluoro- A -D-ribufuranosil)guanie-
na-5'-trifosfato, Procedeu-se ao seu isolamento recorrendo 3
CLER de permuta idnica preliminar em coluna de Wha%man Par-
tisil SAX Magnum 9, tendo-se feito a eluigfo com um gra-
diente de fosfato de potdssic varidvel entre 10 mi - 1 M,
pH %,5. Purificou-se ainda as fracgBes que conbinhan o )
composto 2'-FGTP sobre "DEAE Sephadex“ conforme descrito
no Exemplo 30. Apds a secagem das fracc¢Bes oblbeve-se 7
mg de 2'~FGIP sob a forua de sal-de diaménio (80%; 10 umol).

Espectro de UV: em HCl 0,1M, A max a 254 nm, picr-a 275
nm; em NaOH 0.1M, ) max a 255-262 nm.
' Proporgdo base/fosfato = 1,0/2,5.
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,eleésidos (Boehringer Mannaelm), 0,77 U,I./ml guahilato=

' guanina-5'-difosfato por CLER de pernuta idnica amalitica,

- varidvel desde 10 wM a 1 M, pH 3,5. As fracgdes que combi-

~ conforme descrito no Exemplo 30, Apds a s ecagem das frac-

‘ Espeetro de UV: em HOL 0,1 M, A max a 254 nm, pieo 275 nm.

| 2,6=3180100=9~(2~Ae80Kim2mFlu0r0=3 ,5=di=0~pivaloil- /2 <D=

=50= pivaloil- B -D-ribofuranosil ~9H~purina

Exemplo 36

9-(2~desoxi~-2-f1luoro- A ~D-ribofuranosil)guanina=5*-tri-
fosfato '

Incubou~-se 50 mg (120 umol) de 2'-
~FGMP, preparado por um processo andlogo ac do Exemplo 34,
% temperatura de 37°C num volume final de 20 ml de com
(concentragBo final): trifosfato de adenosina 10 mid, PIPES
de potdesio 50 mM, pH 6,8, MgHL, 10 md, piruvato de fosfo-
eanol 12,5 mM, 4 U,I,/ml de difosfato-guinase dos. nu-

~quinase (Baehrlnger Manpheim) e 20 U,I./ml plruvato-qulnase
(Boherlnger Mannheim) Verlfieou-se a existéneia de pequenas
quantidades de 9-(2-desoxi=2~fluoro- A -D-ribofuranosil)

mas o produto predominante foi o composto 9-(2-desoxi=2-
~fluoro- 4 ~D-ribofuranosil)guanina-5'-triflusfato, Isolou-
-3¢ este composto recorrendo a CIER de permuta iéniea”preli-
mipar em coluna de Whatman Partisil SAX Magnum 9 tendo-se
feito a eluigHo com um gradients de fosfato de potdssio

nham 2'FETP ainda foran purificados sobre "DEAD Sephadex"
¢Bes obteve-se 50 mg de 2'-FGTP pa forma de $al de diaménio
mas estava contamlnado com difosfato de adenos&ina, 2‘-FGDP
e trifosfato de adenosina. Repetiu-se depois a purlflcag§a

por CIER preliminar sobre "DEAD Sephadex“ Obteve=se o sal
de triaménio (36 mg; 64 umol, 50% de rendlmento) ]

Praporgéo baéq/fesfate = 1,0/2,9.

Exemg_ 1o 37

~ribofuranosil)~9H~purina e 2 6-diamina-9—(2-desoxie2—fluor0

- 67 =




. furapnesil)-OH-puring

4 A uma solug3o de 2,6-diamino=9-{(2~
~desoxi-2-fluoro~- 4 -D-ribofuranocsil)-9H-purina (100 mg;
0,35 mmol) numa solugfo de DIF (3 ml) e de Et3N (0,3 ml)
adicionou-se anidrido trimetil-acético (78 ul) e agitou-se
a solug8o & temperatura ambiente durante a noite. Dgpois
adicionou~se mais 80 ul de anidrido trimetil-acético e man-
teve-ge a agitag8o durante 3 dias. A seguir temperou-se a
mistura com MaOH, evaporou-se in vacuo e submeteu-se a cro-
matografia intermitente sobre 5102, fazendo-se a eluicBo com
CHClz, CHOl;/MeOH (30:1), (20:1), (10:1) (6:1), (4:1) e fi~-
nalmente (3:1), Deste modo obteve-se o bis-ester (74 mg)
com o aspecto de um semi-sélido incolor apds trituracfo com
dter,

p.f. 143-145%C (dec.) -

Espectro de massa de alta resalugﬁo (I.E.):
Encontrados: 368, 1612 015 o1 FNG 4 caleulado 368 1608.

A recolba e a evaporagﬁs das fracgBes
gpropriadas proporcicnou também 0 ester mono-ﬁ'-pivalate
(16 mg).

p.f. 123-125°%C, o
Bspectro de alta resolugao (I.B )

"Encontraao- 452,2181 €, Hyg ﬂﬁﬁ 05 caleulado' 452 218%.

Exemglq 38

2-Amino~6-benzil-amino-9-(2'~desoxim21=£1ioro= § =D=ribo=

L]

Combinou=-se 2-amipo-6=-benzil-amino~-

. =purina (0,2 g; 0,83 mmoles) & l~(2-desoxi=2~-fluoro~ 4.-D-

-ribofuranosil)uracilo (0,244 g; 1 mmoles) com 10 ml de
tamplo de fosfato de potdssio 10 mi, pH 6,8. Adicionou-se-

~ ~lhe 8 200 unidades de fosforilase da timidina e 7 850 uni-

dades de fosforilase dos nucledsidos da purina (Krenitsky,
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Veu-se o solvente no v4cuo tend@-se cbtido O 087 g de 2=

. furanosil)-QH—purlna.

/RMNF;H (200 mHz) : ) 7595 (Sg l Hv B)t 7~85 (b: 1H, Eﬁ)v

~com J. ¥, Codington gf al., (J. Org. Chem. 29: 558, 1964)
. preparou-se uma suspensﬁo em 20 ml de tampZo de fosfato de

et al Biochemistiry, 20, 3615, 198l e Patente Norte
Americana ne 4 381 444) e agitou-se a mistura & temperatura
de 45 % durante 40 horas. Efectuou-se o isolamento do pro-
duto adicionafo-lhe metanol (15 mi), removendo os aélldas
por filtragl8o e evaporando o metanol en presenqa de 10 nl
de gel de sflicay Aplicou-se o gel seco na cabega de uma
coluna de silica (5 x 2% cm) e procedeu-se & eluigHo do
produto com eloroférmio/metanol (99 1): Efectuou-se a eombiﬁ
nac8o das fracgles que eontlnham .apenas o produto e remo-

-amino-ﬁ-benzil-amlno—9-(2‘-desoxz—Q'-fluora— A3 -D-rlbo-'f

Ti2=T7:5. (m, 5H fenilo), 604 (dd, 1H, 32 ., J.nlé 4 HZ,
J = 3.1 Hz)y 5.93 (b, 2H, NHQ), 5464 (dy. 13, O0Hy J = 5,9 Hz),
5.444 5.17 (dt, 1H, Hyy)y 5426 (%, 1H, OH &)v 4,64 . (br, 2H,

4,38 (m, 1H hga): 349 (br, 1H, 43)3 34 5*3 15 (m: 2H,’ 51)0

,E’possiyel efectuar a redugao do comﬁ_
posto anterior em conformidade gom os procedimeéntos de Vs
du Vigneaud e 0.K¢ Behrens J+ Biols Chems 117, 27-(1937)¢

Exemgio 39 I
2-am3.no~6-benz1l-tio-9-( 2-desox1~2-fluor0~ 5 —:D-mbofurane-
gil)-9H-puring

, Utilizando 2~am1no-6-henzml~t1a~puri—
na (ngma40hem1cal Company; 0,8 g; 3,1 mmoles) e L(2~"
~dgsoxi-2-fluoro- 4 -D-r:.bofuranosz.l)uraello (O 4 g3 1,7
mmoles) cuna preparagﬁa pode ser efecbuada en. conformxdade

potdssio 10 md, pH 7.0, contendo 0,04% (p/v) de azzda de

potdssio. Adzclonou—se-lhe fosforilase da timidina 2 640

U.I.) e fosforilase dos. nucledsidos da purlna (4 360 U.I, )

(T.A. Krinitsky e outros, Blochemlstry 20:%615. 1981 e Pa-
T - 69 -




- 247 (13,5).

tente Norte Americana n° 4 381 )44) e agitou—se a suspen-
de reacgHo até 150 ml com tampaa de fosfato de potéssie 5
mM, pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio e
adiclonou=-ge-lhe 4 000 U.I. de fosforilase da timidina e

6 500 U.I. de fosforilase dos nucledsidos da purina. Ao
432 dia diluiu-se & mistura de reacgBo até 250 ml com dgua
e adicionou-se~lhe 2 000 U.I. de fosforilase da timidina

e 3 250 U.I. de fosforilase dos nueledsidos da purina. Ao
692 dia ajustou-se o pH da mistura de reaccHo para o valor
T4l utilizando KOH. Ao 772 dia evaporou-se a mistura de
reacg8o. Dissolveu-se o resfduo em metanol/dgua quente e
aplicou-se a uma coluna de 2,5 x 7 ¢m de resina de permuta
anidfiica (Bio-Rad AGlX2~forma de hidréxido) e procedeu-se
& eluig8o do produto como metanol/4gua (9/1). Efectuou-se
a'combinagBo das fraccBes que continham o produto e remo-
veu-se o solvente no vdcuo, Dissolveu-se o residuo em ace-
tonitrilo/dgua (49/1) e aplicou=-se a uma coluna de 2,5 x 20
cm de gel de sflica 60 (EM Science). Efectuou-se a eluigHo
do produto gom acetonitrile/dgua (49/1). Procedeu-se & com-
binag#o das fracgles que continham o preduto e removeu-se
o solvente no vdcuc. Com o resiﬁua~preparau~se uma suspen-
s8o em dgua e liofilizou=-se para proporcionar 0,201 g do
composto em eplgrafe cuja aﬁélise revelou ser 0,1 hidrato,

p.f. 180°%.

UV ) max nm £ x 107°); HC1 0,1N, 322,5 (11,8), 250 (10,6)3
PE 7, 311,5 (14.2), 247 (14,3); NaOH 0,1W, 312 (14,0),

Anal, Calc. para 037A18 m503s.o.1 H,0:

Calculado: €, 51,93; H, 4,663 N, 17,81; F, 4,83; S, 8,15
Encontrado: (¢, 51,963 H, 4,663 W, 7,863 ¥, 4,683 8, 8,15.

RMN-"H (500 ufiz, Me,$0-d6): $ 8.19 (s, 1E, H-8), T.47 d-
-d-aparente, 2H, Ar, J = 7.6Hz), 7.28 (m, 3H, Ar), 6.T4
(sb, 2H, 2-TH,), 6.10 (ad, 1H, B-1', 9P, 1'=16.6Hz, J = 2,4
Hz), 5.68 (4, 1fi, 3'-0H, J = 6.4Hz), 5.32 (ddd, 1H, H-2',
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JF.oQ* = 53.0 Hz, Jl"’zg = 2,4 Hz, J2*’3, = 4,4 Hz, 5.15 ("b,
1H, 5'-0H, J = 6.0 Hz, 4.55 (quarteto ab, 2H, 6-SCH,,

J geminado = 13.7 Hz), 4.41 (m, 1H, H=-3'), 3,9 (m, 1H,
H-4'), 3.74 (m, 1H, Héx"‘5f)9 3,58 (m, 1H, Hpg ~-5').

Exemplo 40

v

42, 6*diﬂmiﬁﬂ-9-(2-deso::1-2-f}.u0re- A -D-rivofuranosil)-9H-
=~purina - .

Utilizando 2,6-diamino-purina (Paci-
fic chemical Laboratories: 2,0 g; 12,7 mmoles) e l-(2-deso-
xi=2-flioro~ & ~D-ribofuranosil)uracilo (0'8 g3 3,5 mmoles)
euja preparagéa pode ser efectuada en conformidade conm J P.
Oodingten et al., (I, Ozs. Chem. 291558, 1964) preparou-
-se uma suspensao em 500 ml de tamp&o de fosfato de petés—
sio 5 mM, pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida, de potds-
sio., Adicionou~se-lhe foiforilase da tlmxdina (41 700 U.I. )
e fosforilase dos nucleésidos da purina (83 300 U.I.) (7.
A. Erenitsky e outros, Biochemistry 20: 3615. 1981 e -
Patente Norte Americana n® 4 381 344) euJa absor¢lo havia
sido feita sobre 10.5 g de DEAE~celulose (25 ml) e agitou-
-ge a2 suspensfo & temperatura ae 37°C. Decorridas 24 horas-
adicionou~se~lhe 2,0 g de l,6ediamin0~pur1na e aumepntou—
-se a temperatura até 50°C. Decorridas mais 24 horas fil=
trou~ge a mistura de reaccHo. Lavou-se o resfduo da filtra-
¢lo com dgua e procedeu-se & combinag8o dos filtrados e &
remogdo do'solvepte»ho vécouo, Dissalvearse'o residuo en
dgua quente e ajustbuwse'o pH para o valorde 9,4 utilizan-
do NH4OH. Aplicou-se a soluglBio a uma coluna de 2,5 x 13 cm
de resina de permuta. anidnica (Bio-Rad AGlX2-forma de
hidréxido). Apds a lavagem da coluna com dgua procedeu-se-
4 elui¢lo do produto com metanol/dgua {9/L). Efectuou=~se a °
combinagfio das fracg¢Bes que continham o produto e removeu-
~ge 0 solvente no vdcuo. Pratou-se o resfiduo conforme '
descrito anteriormente. Procedeu-se & combipagBio das fracgBe
que contlnham o praduta e Temoveu-se o selvente no vécuo. '

-.7]_..
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Exemgla 41

Dwamnino==)2uiesoxial=fluoro- B’eD-fiBofufanosil)agﬁuéurina

Chemical Lahorator1es~ 3,9 g; 22,2 himoles) e l~(2~desoxi~
~2-fluoro- A3 -_-D-ri'bofur'anqsil)uraﬁilo (0,5 &5 2,0 mmoles)
’ preparou—se uma suspenso em 25 nl de tamp8o de, fosfato de
: potéssia. Adicionou=-se~lhe fOSforllase da timidina (41 700

‘U.I.) e fcsforilase dos nucdeéﬁldas da puring (83 300 U.I.)

Gside efectuada sobre 10,5 g de DEAE-celulose (25 ml) e
. agltou~se & suspenso & temperatura de 37°. Decorridas 24
horas adicionou-se-lhe 540 g de 2 6-d1am1no-pur1na € aumen-—

e remeveu—se o solvente no vdcuo. Com 0 réesiduo preparou=-

Dissolveu-se o resfduo em dgua e liofilizou~se para propor-
cionar 0,89 g do composto em epigrafe cuja andlise reve-~
lou ser 0,5 hidrato.

p.f. 125-127%
UV A max am ( £ x 1070)¢ pH 7, 279,5 (9,52, 256 (9.06);
Anal., Gélé, para GlOHl3FN603~O.5 Hy01

Caleculado: C, 40,963 H, 4.81; N, 28,663 I, 6,48
Epncontrado: . C, 41,035 H, 4,803 N, 28,695 F, 6,50.

] A

+ - - .. . A estrutura ainda foi confirmada por|

[ -

3

Utilizando 2~am1no~purina (Paeifie

cuja preparacBo pode ser efectuadd em conformidade conm .
J,F, Codington et al., (J. Brg. Chem. 29:558, 1964)"

potdssio 5 mM, pH 7,0, contendo 0,04% (p/v) de #zida de

(7.4, Krenitisky e outros, Biochemistry 20:3615., 1981 e
Patente Norte Americana n? 4 381 344) cuja absorgio havia

tou~-se a Gemperatura até 50 . Decorrldas mais 24 horas -
filtrou-se a mistura de reacg&o. Lavou-se o residuo da filte
gao com dgua e procedeu«se % combinac8o dos filtrados.

~-se uma suspensﬁa em égua e filtrou-se. Extralu-se o resi-
duo da filtracZio com Zgua (25°C) até nfio ficar nenhum pro-
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~ com cloroférmlo/metanol/égua (75:25:4). Procedeu-se & combi-

'7nag§o das fracgbes que continham o produto € removeu-se o
'solvente no viécuo, Dissolyeu-se o residuo em dgua‘ quente e
filtrou-se através de uma membrana filtrante comrporos de

duto no aglomerado da filtragfo. Procedeu-se: 3 combipacHo -
dos filtrados, ajustou-se o pH para o valor 9,4, utilizan-
do NH4OH e aplicou-se a séﬁugﬁc~a uma coluna de 2,5 x 20 cm
de resina de permuta anidnica (Bio-Rad AGLX2-forma de
hidréxido). Apés a lavagem da coluna com dgua procedeu~se

4 eluigéo do produto com metanol/égua (9/1). Efectuounse a
¢ombinag§o das fracg¢fes gue continham o produtbo e removeu-
-8¢ 0 solvente no védcuo. Dissolveu-se o residuo em clorofdr-
mio/metanol/dgua (75:25:4) e aplicou-se a uma soluna de 5 x
25 cm de gei de sflica 60, Efectuou¥se a eluig8o do produto

0,22 ums A liiniizagﬁo do filtrado proporcionou 0,50 g do
composto em epigrafe cuja andlise revelou ser 0,5 hidrato.

p.f. 153-155“’0. v , ,
UV A max nm ( € x 107°): pH 7, 304 (6,35), 243,5. (5,95).
Anal. calc.. para Gl lZFNB 3—0 5320'

Epcontrado: ¢, 43,08, H, 4 74, W, 25;11; Ta ,89

,,A'eSﬁrutura foi aipda confirmada
por RMF-TH, B

Exemplo 42

2—amino-9-(2-6@3011-2—f1u0r0- 8 -D-ribofuranosil)—6-metoki~
~QH-purina., f

Utlllzando 2-am1no~6-metox1-purlna
(2,0 g; 12 mmoles) cuja preparagfio pode ser efectuada em
conformidade com R.W. Balsiger e J.A. Montgowery (J. Org.
Chem. 20:1573, 1960) e utilizando l=(2~-desoxi-2=fluoro- /3 =D
~ribofuranosil)uracile (0,88 g3 3,6:mmoles) cuja prepara=-
¢80 pode ser efectuada em conformidade com J, F. Codington

N




et _al., (J. Org. Chem. 29:558, 1964) preparou~se uma suspen-
s%o em 250 wl de tampfo de fosfato de potdssio 5 ml, pH
7,0, contendo 0,04% (p/v) de azida de potdssio, Ajustou-se
o pH da suspensfo para o valor de 7,0, utilizando XKOH, Adi
cionou-se~lhe fosforilase da timidina (4% 700 U.I.) e
fosforilase dos nucledsidos da purina (8% 300 U.I.) (T.4,
Krenitsky e outres, Biochemistry 20:3615, 1981 e Patente
Norte Americang n® 4 381 344) cuja absorgHo havia sido fei-
ta sobre 10,5 g de DEAB-celulose (25 uml) e agitou-se a sus
pensHo % temperatura de 37°C, Decbrridas;24 horas adicio=
nou=-se~lhe 1,0.g ae’2;adino-6~métoXi;pariﬁa 6 250 ml do
tampfo anterior & auméntou-se a temperatura até 50°C. Deco-
rridas mals 24 horas filtrou-se a mistura de reacgHo. La-
vou-se o residuo da filtraclio com dgua e procedeu-se &
combinagfo dos filtrados e & remogBo do solvente'nb VACUOo.
Digsolveu-se o residuo em égua tepica e a;ustou—se o pﬁ
para o valor 9, 4 com Nﬁ4OH A@lleou~se a solugﬁo a uma GO~
luna de 2,5 x 15 cm de resina de permuta anlﬁnlca (B;o—Rad
AGIX2~forma de hidréxido). Apds a lavagem da coluna com
dgua procedeu~se & eluiglio do produto com’ metanol/égua
(%/1). Efectuoﬁ—se arqombinagao das fracgles que continham
o produto e removeu-sé o solvente no vicuo. Dissolveu-se o
residuoc numa mistura tépida de dgua/metanol e filtrou-se
através de uma membrana filtrante de nylon com poros de
0,22 um, A liofilizacg8o do flltrado proporcionou 0,91 g do
composto cuja andlise demonstrou ser 0,5 hldrato.

P. f. 200 c
UV ) max nm ( £ x 10 3), BT, 279.5 (9. 24), 247.5 (9.99).
Anal, Calc. para 011H14F“5 4—0 5320.

CalculadO’ Gf 42’865 _,2:2’ 4.90, ..N- 22 7 ;
H

2; F, 6,16
Bncontrado: €, 42.93%3; H, 4.90; N, 22.73; P 1

, 6
, 6.15

1.

A estrutura foi confirmada ainda por
RUN~"H., - ' '
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Exgmglo 42

2—amina-6—benzilaxi-9»(Z—desexi-z-fluorq-:3 -ﬁsriﬁofuranosil,
~9H-purina ‘

. Procedeu-se 3 eombinagﬁa de 2-amino-6-
-benzil-oxinpurlna (2,5 g3 10,3 mmoles) e 2'-deboxi=21-
~fluoro-uridina (2,64 g; 10,8 mmoles) com 50 ml de tampﬁo

de fosfato de potdssio 10 uM, pH 6,8. Adicionou-se 8 000
unidades de fosforilase da timidina a 21 600 unidades de
fosforllase dos nucled&mdoa da purina e agitou-se a mistura':
& temperatura de 45 ¢, Decorridos 5 dias adlcloaou—oe mals
16 000 de fosfurllase da timidina e 21 600 unidades de fog=
forilase dos nucledsidos da purlna e agltouwse a mistura de
re.c¢lo durante 48 horas 3 tempera%ura de 45 o« A maior
parte do produto encontravaase no precipitado que foi, Tem- |

vido por filtragﬁc e dlSSOiVldD emn metanol. Isolou—se o -

produto por cromatogralla sobre sflica utlllzando como fase
mével uma mistura de acetato de etllo/eloreférmla/metanal
(8:1:1). Proeedeu—se 3 combinacBo apenas das fracgBes que
continham 0 produto e evaporou-se o solvente para propor-

¢ ionar 1,44 g de 2—&m1no-6-benleomz«9—(2—desox1-2~fluoro—

- 43 -D-rzbofuranas¢l)-9ﬁ~purlna.

RM-TH (200 mHz em DNSO): S 8.11 (s, 1H, Hg Vs 7.3-7.5 (a,
5H, fenilo), 6.59 (br. 2H, NH,), 6.09 (dd, 13 Hyne g 30 =
= 16.5 Hz, Jx2.6 Hz), 5.66 (d, 1H, OH, J x 6.1 Hz), 5. 18

(s, 28, 052): 5.25. 5.53 (bd, 1H, HQ!)’! 5.20 (m, 1H, OH ')
4.3=4,5) (ms 1H, 31); 3.9 (br, His4v)1 3.5-3.8 (m, 25! 5;)

A preparacfio do composto 4o Exemplo
7 a partir de 2-amino-6-benziloxi-9-(2-desoxi~2—fluoro-4 -
-D-riburanosil)~9H-puriné'efeetaafse necorrendo ao'praqedi-
mento de El Main et al., J. Org. Chem., 44, 3442 (1979).
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Pormulacdes Farmaceuticas

I 5 e

Nos Exemplos de formulagfo que se se-
guem o termo "ingrediente activo" refere-se a qualquer com-
posto de férmula (I) ou a um seu sal farmaceuticamente acei-
tdvel, por exemplo, os compostos dos Exemplos 6, 7, 9 e 12,

Exemplo 44 Formulac#o para Pagtilhas

Progedeu-~se & preparacfo das formu-
lages Ay B e C que se seguem fazendo a granulaclio a seco
dos ingredientes com uma solugfo de povidona, seguindo-se
a adigBo de estearato de magnésio e posterior compressdo.

mg/pastilha mg/pastilha

Tormulacfio A

(a) Ingredieﬁtevaetivq 250 250
.(b). Lactose B.P. ' 210 © 26
(¢) - Povidona B.P. - | 15 .9
(4) Glicolato de amido de sddio 20 - 12
(e) Esteara%o de magnésio 5 . 3
| | 50 300
Formulagﬁd B L ' - mg/pastilha mg/pasiilha
(a)IVIngredieﬁﬁe activé ‘ 250 250
(b) Lactose 7  17, ' 150 - -
(e) - Avicel PH 101 ' 60 26
(a) Povidona T.2. - 15 9
(e) Glicolato de amiéé de sédia 20 12
(£) Estearato de magnésio o 5 _3
500 300
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Formulac8o C

mg/pagtilha

Ingrediente active . 100
Lactose - : 200
Amido = o 50
Povidona S ) 5
Estearato de magnésio : 4

o 359

As formulagBes D e B que 'se seguem fo-
ram preparadas por eompreensﬁo directa dos ingredientes
misturados.

Pormulac8o D

mg/edpsula

Ingrediente activo 250
Amido pregelatinizado NT15 ' 150
400

Pormulacio B

ng/cdpsula

Ingrediente activo ' 256

Lactose ' ‘ 150
Avigel | | | 100
500

FormulacBo F (Formulag8o de Libertagﬁo,@onﬁralada}

Preparou-se esta formulacgfio por granu-
lagéo a himido dos ipgredientes que se seguem, COm uma Solu=-
¢8o de povidona, seguindo-se a adigHo de estearato de mag-
nésio e posterior compresso. '
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— mg{gastilha

(a) 1Ingrediente activo : 500
(b) Hidroxipropilmetilcelulose 112
(Methocel K4M Premium) |
(e) Lactose B.F. 53
(d) Povidona B.P.C. 28
(e) ZEstearato de magnésio | . _1

700

A livertagdeo do fdrmaco ocorre durante
um perfodo de 6~-8 horas ¢ completa-se em 12 horas.

Exemplo 45 FormulacgBes para Cdpsulas

Formulac8o A

Prepara-se uma formulagSo para cdpsu-
lag misturando os ingredientes da FormulacZo D do Exemplo
4 anterior e procedendo depois ao e nchimento de cdpsulas de
gelatina dura constituidas por duas pecas.

FormulacHo B

mg/cépsula
(a) Ingrediente activo 250
(b) ZIaetose B.P. , | 143
(e) @Glicolato de amido de sédio 25
(d) Estearato de magnésio , 2
420

As cdpsulas foram preparadas mistu-
rando os ingredientes anteriores e procedendo ao enchimen-
t0 de cépsulas de gelatina dura de duas pegas.
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Formulagéc C
mg/cdpsula

(a) Ingrediente active 250
(b) Miecrogol 4000 BP . 350
600

As cdpsulas forma preparadas fundin-
do o componente “"Macrogol 4000 BPY, dispersando o ingredien-
te activo naquele componente fundido e enchendo com a mise-
tura de fusBo cdpsulas de gelatina dura constituidas por
duas pegas. ) '

Formulacg8o D : ,
' mg/cépsula

Ingrediente activo 250
Lecitina 100

.0leo araquidico | . - 100

450

As cépsulas foram preparadas disper-
sando o ingrediente activo na lecitina e no délec araguidico
e depois, como essa dispers8o, procedeu~se ao enchimento
de cdpsulas de gelatina eldstica e macia.

FormulagBio E (Cdpsula de Tibertagfio Controlada)

Procedeu~-se % preparacgio das formu=-
lagBes para cdpsulas de libertacHo controlada que se seguen,
fazendo a extrusfo dos ingredientes (a), (b) e (¢) utili-
zando uma extrusora, seguindo-se a esterificacgfo do extru-
dado e a secagem. A seguir procedeu-se ao revestimento (d)

e a seguir procedeu-se ao enchimento de cdpsulas de gela~
tina duia constituidas por duas pegas.
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mg/cdpsula

(a) Ingrediénte activo 250
(b) Celulose microcristalina 125
(¢) ILactose BP 125
(d) Etil-celulose 13

- 513

Exemplo 46 Formulagfo iﬂjectével;

Formulac8o A

Ingrediente activo 0,200g
SolugBo de deido clorfdriceo 0,1M g.S. para pH entre 4,0 ¢

Solugfio de hidrdéxido de sddio 0,1M g.s. para pH entre 4,0 e 7,0

Lgua estéril 9.8. para 10 al

Digsolveu-se o ingrediente activo na
maior parte da égua (35=40 G) e ajusta-se o pH para um valor
entre 4,0 e 7,0 utilizando decido eloridrico ou hidréxido
de sédio, conforme apropriado. Depois ajustou-se o volume
do lote com dgua e filtrou-se através de um filtro micropo-
roso e stéril e procedeu-se do .enchimento de frascos de vi-
dro de cor fmbar e estéris com a capaecidade de 10 ml (+tipo
1) e efectuou-se a sua vedacBo com tampas e ¢ intas estéreis.

Formulacio B

Ingrediente activo ' 0,125 g

Tanpdo fosfato com pH 7 sem pergem.om € estéril, g.s.
até 25 ml. '

Exemplo 47 Injeecfio Intramuscular

750
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Ingrediente activo 0,20 g

Alcool benzilice 0.10 g
Glicofurol 75 - . 1.45 g

Lgua para injecgBes g.s. até - 3,00 ml

Dissolveu-se © ingre&ieﬁte activo
no glicofurol. Depois adicionou~se~lhe o 4lcool benzllico
e dissolveu-se e adicionou-se dgua até 3 ml. A seguir
filtrou-se a mistura através de um filtro micfoporoso es—
téril e procedeu-se ao enchimento de frascos de wvidro cor
de ambar com a capacidadelﬁe 3 ﬁl, estéreis que foram vedaw
dos (tipo 1).

Exemplo 48 Xarope>

Ingrediente active .. 0.25 g
SolugHo de sorbitol _ ' 1.50 g
Glicerol B ) ‘ ' _ 2,00 g
Benzoato de sddio : | : 0.005 g
Aroma de p&ssego 17.42.3169- o 0.0125 nl
Lgua pu:ifiéada o o | 5.00 ml

Dissolveu-se o ingrediente activo
numa mistura'de_glicerol e da maior parte da dgua purifi-
cada. A&ieianouﬁse-lhe uma solugio aguosa de benzoato de
sédio a essa soluglo ¢ depois seguiu-se a adig¥o da soluglo
de sorbitol e fipalmente adieiohpu-se o aroma. Ajusiou-se
o volume com dgua purificada e pisturou-se muito bem.

Exemplo 49 Cépsulas de P6 para Inalagio

Ingrediente activo (pd de 0,5=0,7 gm) : 4 ng
Lactose {(pé d9730~90 um) 46,0 mg
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Misturou-se os pbds muito bem até se ob~
ter homogeneidade e procedeu-se ao enchimento de cdpsulas
de gelatina dura com as dimens@es adeguadas contendo cada
&8psula 50 mg de mistura. '

Exemplo 50 Aerossol pars TnalacHo

Ingrediente activo (pé de 0,5-7,0 um) 200 mg
Trioleato de sorbitano ' 100 mg
Sacarina de sédioc (pd a& 0,5-0,7 um) . 5 g
Metanol ] 2 ng
Triclorofluorometano 4,2 g
Diclorodifluorometanc até 10,5 ml

Dissolveu~se o trioleato de sorbitano
e o metanol no tricloro-flucro-metano. Com a sacarina de
sédio e com o ingrediente activo preparcu-se uma dispersdo
nessa mistura a gual foi depols transferida para um recipien-
te de aercssol adeyuado e injectou-gse-lhe o dicloro-metanc
através de um sistema de vilvula. Egta composigiio proporcio~
nou 2 mg de ingrediente activo em cada dose de I00 ule

Actividade anti-virica

Procedeu~-se ac ensailo de estirpes de
gripe A ¢ B em monocamadas de células enbriondrias de pin-
tainhos em tabuleires de cavidade miltiplas. Determinou-se
a actividade dos compostos em funclo do rendimento de redu—
¢83c ou de acordo com o ensaioc de redugdo em placa, em gue se
infecta uma monocamada celular com uma susgensﬁn de virns
da gripe e depols cobre-se com meic 1iquido {redugdo de pro-
dugdo) ou com agarose nutriepte scb a forma de um gel para
garantir que nd¥o hi disseminag®o do virus atravds da cultura
(redugdo em placa). Incorporou-se no meio/cobertura de aga-
rose nutriente uma concentreclo varidvel de composto de mo-
laridade conhecida. Zxprime-~se a produgdo de virus ou o ni-
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mero de placas para cada concentraclio pela percentagem de cond
troloe traca-se uma curva dose/resposta. A partir dessa cur-
va avalia-se a concentracfo inibidora a 50% (0150). Ensala-
~se o Virus Sincicial Respiratério (VSR) em células BS-C-1
(células do rim do Macaco Verde Africano) recorrendo a um
ensalo identice de reduglc de focus/placas. Os resultados en-

contram-se representados nos Quadros I e II gue se Seguel.

Avaliou-se a actividade inibidora in
vivo para as estirpes de gripe A e B num modelo de pulm3o/
/tecido intranasal de ratinho. Os ratinhos foram infectados
com virus através de um aerossol num compartimento fechado
e depols foram tratados com os compostos de ensaio em diver-
sos momentos apds a infecglo através de diversas éias, ine-
cluindo a‘cral, a intraperitoneal e por aserossol. Os vati-
nhos foram sacrificados decorridas 24 horas e procedeu-se &
preparagio de suspensties de tecldos pulmonar a 10% ¢ efectuous-
-Se a swa triturac¥o em presenga do virus., Os resultados
foram registados indicando uma redugfo do desenvolvimento

do virus por comparacio com os controlos n¥o tratados.
Referéncias

Appleyard, G and Maber, H. B, Plague Formation by Influenza
Vi-ruses in the Pﬁesenge of Trypsin. J. Gen, Virol, 25,351~
~357. (1274}, Coliins. P. and Bauer, D. J. Relative Potencies
of Apti-Herpes Compounds. Ann, N,¥. Acad. Sci.284,49-59,
(1977) . Hayden, ¥. G. Cotek. M. and Douglas, R.G., Plague
Inibition Assay for Drug Susceptibility Testing of Influenza
Viruses. Antimicro Agents and Chemo. 17. 865-870., (1980).
Tisdale, . and Bauer, D. J. A e@m@érissn of test methods in
influenza chemotherapy. J. Antimicrobio. Chemother. 1 suppl.
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 Quadro I

Actividade anti-gripe
- C&lulas de 1¢g10_da reduco no
Clgne /‘Lﬁ‘ﬁ ratinho em titulacHo
viriea (mddia de 5 ra-

tinhos)
0,6 +(2,1)
4 +(2.3)

Qw.—‘q-‘ “:“’(l? 9)

Quadro I

Virus anti-sincicial respira.
LA .
torio

- Células BS~C-l
sIﬁQ ’ﬁﬁ

264 2
6.3




RETVINDICAGOES

Processo para a breparagfo de um com=
posto com a férmula geral (I)

(1)

em que Y & hldrogénio ou NHy; .

X represents um grupo -NR3R4 no qual cadsa R? e R4 que
- podem ser iguais ouwilferentes representam hidrogénio-

alquilo (Gl~06), alquenilo (62-06), eiclo-alguilo (63-67),
sendo cada grupo opcionalmente Substituido por um ou mais
halogéneos, ou X & um grupo Z-R5 no qual % & oxigénio -ou
enxofre e Rﬁ‘tem a mesma significacgdo que R?,.ou X é halo=-
géneo ou hidrogénio; e Rl e R~ que podem ser iguéis ou
diferentes, representam cada ums |

- um grupo hidroxij;

- um grupe -OGORsﬁ en gue RG € um grupo divalente que
é um alg uileno (01—0&) de cadeia linear ou ramifi-
cada, alquenileﬂo‘(02-06) ou ciclo-alquéleno (03-07)'
sendo cada um opcionalmente substituido por um ou
mais grupos hidfoXi; ‘ .
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uln grupo -0602R7H em gue 37 é uma ligacBo covalen~
te ou &€ como definido para RG;

um grupo -OGQRﬁ-COORS em que R® & como definido

anteriormente e Rg ¢ seleccionade entre hidrogénio,
ou alquilo (Gl-GG) de cadeia linear 6u.ramifiaada‘d
ou alquenilo (Cl'CG) sendo cada um opecionalmente
substituido por um ou mals grupos hidroxij

um grupo -OCOR7~Z-Ar em gue 37 ¢ como definido an=-
teriormente, 2 éu € uma ligaglo covalente ou é
oxigénio e Ar & um anel aromdtico eventualmente
substituido por um ou mais halogéneos, alquilo
(Cl~06) ou alcoxi (Cl“cs)g "

oum grupo -ORGE e que Rﬁ é como definido anterior-

mentes

um grupo ~0R®-z-Ar en que RG; % e Ar s8o como defi-
nido anteriormentes .

um grupo ~OCOCH39HRIOR11 en que R0 & ’M s20 como

definido para RS ¢ g7 ¢ hidrogénio, alquilo (01-64)

-de cadeia linear ou ramificada opcionalmente subs-—

tituido por um ou mais grupos.hidroxi, mercapto,
aleoxx (01—67) ou alguil-tio (Gl-G ), um grupo

-A em que R 2 é um grupo alqullena (01-64) opclo—
ﬂalmente substltuldo por um ou mais grupos hidro~
xi e A é um grupe -COOH, ~CONH,, —NEZ ou -NH-C (NH)
NHz ou A é um sistenma de anéis hetdrociclicos ou
cfclicos n¥o aromdticos ou aromdticos de 4 a 11
membros possuindo entre 3 e 10 dtomos de carbono e
0, 1, 2 0u 3 étomﬁs.de azoto no anel, sendo os dto=
mos de carbono ¢/ou os 4tomos de azoto do anel op~
cionalmente substituidos por. um ou mais grupos hi-
droxis
um grupo -000313 en que Rl3 é um anel heteroeiclico
de 4 a 7 membros possuindo‘entre %5 e 6 dtomos de
carbono e 0, 1 ou 2 4tomos de azoto, sendo os 4tomos
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de azoto e/ou os dtomos de carbone do anel opclo—
nalmente substituidos por um ou mais grupos hidro=
xi; ou

E)

um grupo ester de msdd-, di- ou tri-fosfato ou de
um seu sal farmaceuticamente aceltével, caracteri—
zado por* -

4) se fazer reaglr uma base de puripa de férmula
PuH em Pu representa o residuo purinaj

 (Pu)

(em que X & Y sfio como éeflnldo anteriormemte)
ou um seu saly com um composto de férmula (II):

(.

em que Rl e R2 s¥%0 como definido anteriormente »
e W ou & um ester de fosfato om um sen sal ou um
radical de purina ou pirimidina (diferente de Pu)
.para formar'unm composto de férmmla, (I): =~ = -

B) se fazer reagir um composto de féirmula (III)
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e

(em que X2, Y2, R®

mente os grupos X, ¥, R

i

(II1)

e Rga repieéentam respectiva=
e szcdmo definido ante-

riormente ou uma forma preeursdra, por ex. protegi-
do, de tal grupo desde que pelo menos um de X, Y,

Rl e RZ representa uma forma pfgcursora) com um
agente que serve para converter a referida forma’
precursora do grupo{s) no grupo(s) desejado; e
depois ou simultaneamente se efectuar uma ou maig

das seguintes conversBes opcionais:

1)

ii)

se fager reagir unm composto de férmula (I) em

gue pele menos um de R

1

e E ¢ um hidroxi conm

um agente adequado que serve para converter o
referido grupo hidroxi pum grupo alternativo

representado por gt e/ou R?,

se fazer veagir um composto de férmula (I) em

1

que R~ e/ou Rz néo sio Pidroxi, com um agente

gue serve para converter o referido grupe R

e/ouR2 num gruapo hidroxi.
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Processo de amcordo com a reivindicacgiio
1, caracterizado por se obter um composto de férmuls I em
que vt e 32 ou sfo ambos OH, ou Rl ¢ um monofosfato e R?
é OH, Y 6 H ou WH, e X & un grupo -WROR* no qual B’ e R4,
que podem ser iguais ou diferentes, representam H, alquilo
(C1~C¢) ou X € um grupo 7R no qual Z é O ou S e R’ & al-
quilo (CI‘CG) ou X ¢é halogéneo ou hidrogénio, ou um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel,

- 38 =

Processo de acordo com a reivindicacio
1 ou 2, caracterizado pdr se obter um composto de férmula
(I) em que Bt e R? s8o ambos OH, Y & NH, e X é H, OH, NH,
ou Z-R’ emgue 2 é O e R & alquilo (61—66), ou um'seu sal
farmaceuticamente aceitdvel. - v
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Processo de acordo com a reivindicacgHo
1, caracterizado por se obter 2-amino-9-(2-desoxi=2~fluoro-
~ B =D-ribofuranosil)-9H-purina e seus sais farmaceuticamen-
te aceitdveis.

- 52 =

_Processo de acordo com'a reivindicac8o
1, caracterizado por se obter 2~amino~9—(2-desaxi-2-fluoro-
- /3 =D-ribofuranosil)=9H-purina e seus sais farmaceubicamen-
te aceitdvels. '
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' 1, caracterizado por se obter 2-amino~9-(2-desoxi-2-fluoro=

~do de acordo com as-reivindicagles anteriores, em associa-

- 68 -
Processo de acordo com a reivindicacgHo

- A3 -D~r1bofuran081l)~6-metax1~9§—pur1na e seus sais farma-
ceuticamente aceitdveis. '
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Processo para a preparacfo de uma com=-
posic¢do farmaceutica, carscterizado por se incorporar come
ingrediente activo um composto de férmula I quando prepara-

¢lo com um velculo farmaceuticamente aceitdvel.

A requerente declara que o primeiro pe-
dido desta patente fol apresentado no Reino Upido em 11
de Setembro de 1989, sob o nimero 89205%4.8.,

Lisboa, 10 de Setembro de 1990
# AGEITE GFICIAL DA PROPRIEDADSE INDUSTREL

\

—
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE DERIVADOS DB 2;~D?SOXI-2'
~FLUORO-RIBONUCLEOSIDOS % DE COMPOSIGUES PARMACEUTICAS QUE
08 CONTEMM

A 1nveng§o refere~ge & UR Processo
para a preparagao ae un composto de férmula geral (I)

(1)

ou de um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, .que compreen=
det N ’

) fazersse reagir uma base de purina de fdrmula Pul
em que Pu representa o resfduo purinat

(Pu)

ou um seu éél,:eom um composto de férmula (II):




R
(I1)
£ F
para formar um composto de férmula (I):
B) fazer-se reagir um composto de fSrmula (III):
S X,
(TI1)

com um agente que serve para converter a forma pre=-
cursora do grupo{s) no grupo(s) desejado: ‘
¢ depois ou simultaneanmente efeetuaf—se uma ou mais
das seguintes egonversles opelonals.

i) fagzer-se reagir um composto de férmula (I) em
gque -pelo menos um de.Rl ekRg ¢ um grupo hidroxi
- gom um agente adequado gue-gerve para converter
o referido grupo hidrexi num grupo alternativo
representado por rt e/ou R?,

ii) fazer-se reaglr um composto de férmula (I) em
que R e/ou B® p¥o sfo hidroxi, eom um agente -
que serve para converler o referido grupo E;

e/on R® num grupo hidroxi.
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