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DESCRIPCION
Método para la preparacion de compuestos 2-halo-2'-desoxiadenosina a partir de 2’-desoxiguanosina
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige a procedimientos para preparar 2-halo-6-aminopurinas, y mas particularmente a un
procedimiento para preparar la 2-cloro-2'-desoxiadenosina.

Antecedentes de la invencion

La toxicidad linfoselectiva de la 2-cloro-2'-desoxiadenosina (CldAdo, cladribina) y su potencial como agente
quimioterapéutico contra los neoplasmas linfoides han sido descritos por Carson et al." Este potente analogo de la
2'-desoxiadenosina SdAdo) resistente a las desaminasas es normalmente el farmaco de eleccion para Ia Ieucemla
de células peludas. Tamblen tiene una actividad importante frente a la leucemia linfocitica crénica,*® linfoma
indolente no Hodgkln y macroglobulinemia de Waldenstrém.” Estan en desarrollo investigaciones sobre eI
tratamiento con cladribina de la esclerosis mutlple de la glomerulonefritis asociada al lupus eritematoso sistémico,’
y otros trastornos reumatoides e inmunitarios. La cladribina es un profarmaco nucledsido, que es fosforilado por la
desoxicitidina-cinasa hasta CIdJAMP, y después secuencialmente hasta CIdADP y CIdATP activo."'® La cladribina
también es un buen sustrato para la 2'-desoxiguanosina (dGuo)-cinasa mitocondrial,’ y la induccion de la muerte
celular programada mediante efectos directos sobre las mitocondrias ha sido implicada en su potente actividad
frente a los tumores malignos linfoides indolentes (via apoptosis) asi como en la proliferacién celular. a2

Se han publicado varias metodologias para la produccion de la cladribina. Venner publicé la sintesis de Fischer-
Helferich de los 2'-desoxinucledsidos naturales en 1960," y empled la 2-cloro-2'-desoxiadenosina como un
intermedio para la 2'-desoxi(guanosina y la inosina). lkehara y Tada sintetizaron también la dAdo con la CIdAdo
como un intermedio [obtenido por desulfurizacion de la 8,2'-anhidro-9-(3-D-arabinofuranosil)-2-cloro- 8-t|oaden|na]

La sintesis de la CldAdo como un compuesto objetivo se ha aprovechado de la mayor reactividad de los grupos
salientes en C6 con respecto a los grupos en C2 del anillo de purina en las reacciones de desplazamiento SyAr.
Robins and Robins'® emplearon el acoplamiento por fusion de la 2,6-dicloropurina con 1,3,5-tri-O-acetil-2-desoxi-a-
D-ribofuranosa. El anémero 9-(3,5-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-eritro-pentofuranosil)-2,6-dicloropurina se obtuvo por
cristalizacion fraccionada. La amonolisis selectiva en C6 y la desproteccion que la sigue dio la 6-amino-2-cloro-9-(2-
desoxi-a-D-eritro-pentofuranosil)purina. Se preparé el B-andmero farmacolégicamente activo (cladribina) mediante
un acoplamiento analogo, separacion cromatografica de los anémeros, y amonolisis.'®

La glucosilacion estereoselectiva de las sales de sodio de las halopurinas y analogos con cloruro de 2-desoxi-3,5-di-
O-p- tqu0|I 0( -D-eritro-pentofuranosilo dio los andémeros 9[3 -nucledsidos mediante la inversion predominante de
Walden,’ y la amonolisis/desproteccion dio la CldAdo. ™ Aunque la glucosilacion de la sal de sodio normalmente
dio una buena estereoselectlwdad anomérica, normalmente se formaron menores cantidades de a-anémeros y >10
% de regioisémeros N7.2°2" Esto requiere separaciones y produce menores rendimientos del producto N9 deseado.
Carson et al." habia descrito una transferencia enzimatica del azticar 2-desoxi procedente de la timidina a la 2-
cloroadenina (CIAde). Holy y colaboradores observaron que las células de una cepa de Escherichia coli realizaban
una transferencia de glucosno de la 2'-desoxiuridina a la 2-cloro-6- [(d|metlIamlnometlleno)amlno]purlna para dar un
derivado de la CldAdo.? Muy recientemente Barai, Mikhailopulo, y colaboradores®® han descrito una S|nteS|s por
transferencia de glucosilo mediada por E. coli de 2,6-diamino-9-(3-desoxi-f-D-eritro- pentofuranosn)purlna y su
desaminacion enzimatica hasta 3'-desoxiguanosina. * Han descrito la transferencia de glucosno desde la 2'-
desoxiguanosina hasta ClAde, y reivindican un rendimiento del 81 % de CldAdo (basado en CIAde) Sin embargo,
se empled una relacion 3:1 de dGuo/ClAde de modo que el rendimiento de CldAdo fue <27 % basado en dGuo.

Sampath et al. han presentado recientemente (Patente de Estados Unidos N° 6.596.858 B2) un método para
preparar compuestos de 2-cloro-2'-desoxiadenosina, utilizando la 2-amino-2'-desoxiadenosina como compuesto de
partida, pero empezando con una reaccion inicial de diazotizacion/cloro-desdiazoniacion sobre el nucledsido no
protegido para reemplazar el grupo 2-amino con un grupo 2-cloro. Este método, sin embargo, crea varias impurezas,
lo que requiere procedimientos extensos de purificacion, y produce un rendimiento global de sdélo un 27 %.

Por consiguiente, existe una necesidad importante de producir la CldAdo utilizando métodos que produzcan un
rendimiento mas alto, que sean mas rentables, y que produzcan una forma mas purificada.

Sumario de la invencion

La presente invencion es un método para producir la 2-cloro-2'-desoxiadenosina (CldAdo) que comprende las etapas
de: (a) convertir el grupo 6-oxo de un compuesto que tiene la formula (1) en la que R es un grupo protector, en un
grupo 6-saliente que tiene suficiente reactividad para una reacciéon de desplazamiento de SnAr; (b) reemplazar el
grupo 2-amino con un grupo 2-cloro en una reaccién de diazotizacion/cloro-desdiazoniacion; (c) reemplazar el grupo
saliente en 6 con un grupo 6-amino; y (d) separar los grupos protectores R, para producir la 2-cloro-2'-
desoxiadenosina.
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Descripcion de las figuras

La Figura 1 presenta la sintesis quimica de 2-cloro-2'-desoxiadenosina a partir de formas protegidas de la 2'-
desoxiguanosina natural.

La Figura 2 presenta la reaccidon de conversion por diazotizacion/halo-desdiazoniacion desde un nucledsido de 2-
aminopurina a un nucledsido de 2-halopurina.

Descripcion de las realizaciones preferidas de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, la sintesis de la regio-2-cloro-2'-desoxiadenosina y de la 2-cloro-2'-
desoxiadenosina estereoquimicamente pura (Cladrabina, o CldAdo), que evita la separacion de mezclas con
procedimientos de fusion y de glucosilacion de la sal de sodio, se Ileva a cabo por la transformacién del nucledsido
natural de 2'-desoxiadenosina (dGuo) como el compuesto de partlda * Los métodos para producir la CldAdo a partir
de la 2'-desoxiadenosina (dGuo) segun la presente invencion, empiezan con las formas protegidas de dGuo, que
incluyen, pero sin limitarse a ellos, los derivados acilo, sililo, amida y otros derivados utiles en el campo de la
quimica de los nucledsidos/nucledtidos/acidos nucleicos y estrateglas de proteccion. Los métodos para obtener
formas protegidas de dGuo son bien conocidos en la técnica. 52627282930 | g productos de partida preferidos para la
sintesis eficiente de la CldAdo se definen por la siguiente estructura quimica:

)
HoN7 Y N
RO

RO

en la que R es cualquier grupo protector adecuado, y preferiblemente R es Ac o Bz.

Para obtener los compuestos CldAdo deseados, se tratan los derivados protegidos de dGuo con combinaciones de
compuestos quimicos que efectlian la funcionalizacién en la posicion C6 para dar grupos que puedan ser
reemplazados, seguido por la transformacion de la funcion 2-amino en un grupo 2-cloro, seguido por el
reemplazamiento del grupo 6-funcional para dar un grupo 6-amino (o0 un 6-sustituyente que se puede convertir en un
grupo 6-amino, seguido por la conversion en el grupo 6-amino), y la desproteccion concomitante o subsiguiente del
derivado de 6-amino-2-cloropurina resultante para dar la CldAdo. Por ejemplo, a partir de dGuo, se sintetiza la
CldAdo (4) (Figura 1) convirtiendo la funcién 6-oxo en los grupos salientes apropiados 6-(oxi sustituido) que se
pueden reemplazar sin proteccién del resto 2-amino, transformacion de la funcién 2-amino en un grupo funcional 2-
cloro mediante diazotizacion/cloro-desdiazoniaciéon de la funcion 2-amino, y amonolisis selectiva en C6 de los
derivados de 2-cloro-6-(sustituida)purina, seguido de la desproteccion del azucar. Esta ruta proporciona de forma
ventajosa la retencion tanto de la pureza estereoquimica -anomérica como de la pureza isomérica de N9.

La funcionalizacion del grupo 6-oxo va acompainada de la conversion, sin proteccion del resto 2-amino, del grupo 6-
0Xx0 en un grupo saliente 6-(oxi sustituido) que tiene mayor reactividad que el grupo 2-cloro en una reaccion de
desplazamiento de SyAr. Dos métodos preferidos para la funcionalizaciéon en el grupo oxi de C6 incluyen la alquil- o
aril-sulfonilacién del grupo oxi en C6 y la clorodesoxigenacion en C6.

La alquil- o aril-sulfonilacion del grupo oxi en C6 se puede llevar a cabo por el tratamiento de los derivados
protegidos de dGuo con reactivos de (alquil o cualquier alquil sustituido o cicloalquil)sulfonilo, fosforilo o fosfonilo o
reactivos de (aril o cualquier aril sustituido)sulfonilo, fosforilo o fosfonilo, que incluyen, por ejemplo, los compuestos
de sulfonilo que tienen la formula R'SO2-X, en la que X es un halégeno (tal como cloruro), imidazolida, triazolida o
tetrazolida y R' es alquilo, alquilo sustituido (incluyendo pero sin limitarse a fluoroalquilo), cicloalquilo, arilo, o arilo
sustituido, para convertir el grupo 6-oxo en un grupo 6-O-(alquil, alquil sustituido, cicloalquil, aril o aril
sustituido)sulfonilo. En las realizaciones preferidas, la 3',5'-di-O-(acetil o benzoil)-2'-desoxiguanosina (1) se trata con
cloruro de (2,4,6-triisopropil o 4-metil)bencenosulfonilo, para dar altos rendimientos de los derivados de 6-O-
arilsulfonilo 2 o 2'b. En otras realizaciones preferidas, el compuesto 1 se trata con TiPBS-CI, que da el derivado de
6-O-TiPBS 2a 0 2b, o TsCl, que da el derivado de 6-O-Ts 2'b.

En la técnica se conocen varios derivados de dGuo con 6- O sulfonilo protegido con acilo que se pueden

utilizar.?®#% E| tratamiento de 3',5'-di-O-acetil-2'- deSOX|guanOS|na (1a) 0 su analogo de 3',5'-di-O-benzoilo 1b*" con

TiPBS-CI/EtsN/ DMAP/CHCI3 por el método general de Hata et al.? dio los derivados de 6-O-TiPBS 2a** (91 %) o 2b

(86 %), respectivamente. El tratamiento similar de 1b con TsCl/EtsN/DMAP/CHCI3 dio el derivado de 6-O-Ts 2'b (89
3
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%). Un desplazamiento eficiente del sulfonato de C6 en las siguientes etapas requiere un derivado arilsulfonilo con
impedimento estérico. Un derivado de 6-O-tosilo mas econdémico dio menores rendimientos en la etapa final debido
al ataque de amoniaco tanto en el azufre del sulfonilo como en C6 (3'b dio el compuesto 4 con 43 % de
rendimiento). Por contraste, la amonolisis de los derivados de 6-O-TiPBS se llevo a cabo eficientemente en C6 con
minimo ataque del atomo de azufre con impedimento estérico. Ambos tipos de tales derivados arilsulfonatos, y
especialmente el 6-O-Ts, sufrieron el ataque nucledfilo en el azufre con temperaturas mas bajas (-20 a 0 °C) para
dar derivados de 6-oxopurina, produciendo un rendimiento mas bajo. Sin embargo, el tratamiento de los compuestos
de 6-O-TiPBS con NH3/MeOH/CHCI; en tubo de presion a 80 °C favorecio fuertemente el ataque nucledfilo en C6
para dar buenos rendimientos de CldAdo (4).

Alternativamente, el grupo 6-oxo puede ser reemplazado por un grupo saliente 6-cloro por clorodesoxigenacion en
C6. El cloro es el grupo saliente utilizado con mayor frecuencia en el C6 de los nucleésidos de purina. Los métodos
para producir la CldAdo a partir de dGuo empiezan con las formas protegidas de dGuo descritas antes e implican el
tratamiento de tales derivados con combinaciones de compuestos quimicos que convierten la funcién 6-oxo en un
grupo 6-cloro que puede ser reemplazado en el derivado de 2-amino-6-cloropurina resultante. La desoxicloracion en
C6 del compuesto 1 produce excelentes rendimientos de los derivados 5 de 2-amino-6-cloropurina. En las
realizaciones preferidas, los derivados de dGuo protegidos se tratan con cloruro de fosforilo, una fuente de cloruro
soluble, una base organica, y acetonitrilo u otro disolvente compatible, para convertir la funcién 6-oxo en un grupo 6-
cloro.

Estudios originales sobre la desoxicloracion de la guanosina33 (Guo) y derivados de dGuo* con POCI; dieron
rendimientos de moderados (Guo) a pobres (dGuo) de productos de 2-amino-6-cloropurina, y han sido descritos
procedimientos mejorados.zea’sf”36 Los derivados 1 con 2'-desoxi labiles a los acidos se desoxicloraron con
POCI3/N,N-dimetilanilina/BTEA-Cl/MeCN/A, %% y los derivados 5a con 6-cloro (90 %) y 5b (85 %) se obtuvieron con
altos rendimientos en condiciones cuidadosamente controladas.

Después de la etapa de conversion del grupo 6-oxo en un grupo saliente 6-( oxi sustituido), se reemplaza el grupo 2-
amino con un grupo 2-cloro mediante una reaccion de diazotizacién/halo-desdiazoniacion. Se han descrito mejores
métodos para el reemplazo de un grupo amino sobre los derivados nucleésidos de purina con cloro, bromo, o yodo
en condiciones no acuosas por métodos de diazotizacion/halo-desdiazoniacion.?” Estos métodos suaves de
diazotizacion/halo-desdiazoniacion son aplicables en C6 de los derivados dAdo asi como en C2 de los nucledsidos
de 2-amino-6-cloropurina. De acuerdo con la presente invencién, la CldAdo se produce a partir de dGuo por
tratamiento de las formas protegidas de dGuo que contienen el grupo 6-O-(alquil, cicloalquil, o aril)sulfonilo
respectivo con reactivos que efectian la diazotizacién/cloro-desdiazoniacion en C2 para dar un grupo 2-cloro. La
CldAdo se produce también tratando los derivados protegidos de 2-amino-6-cloropurina con reactivos que efectian
la diazotizacién/cloro-desdiazoniacion en C2 para dar los derivados respectivos de 2,6-dicloropurina.

Los reactivos que efectian la diazotizacion/cloro-desdiazoniacion en C2 para dar un grupo 2-cloro incluyen una
fuente de haluro (tal como cloruros de metales, sales de cloruros de metales, cloruros de acilo, cloruros de sulfonilo,
y cloruros de sililo, sales de cloruro de amonio sustituido con alquilo y arilo, incluyendo pero sin limitarse a ellas las
sales de cloruro de tetraalquil- y aril-amonio) y una fuente de nitritos (tales como nitritos de metales, sales de nitritos
de metales, nitritos organicos, tales como nitrito de terc-butilo, nitrito de pentilo, y nitrito de isoamilo, y nitritos
complejos de amonio cuaternario, tal como nitrito de benciltrietilamonio).

En las realizaciones preferidas de la presente invencién, se sintetiza la CldAdo empleando la diazotizacién/cloro-
desdiazoniacion, mediada por cloruro de acetilo y nitrito de benciltrietlamonio (BTEA-NO;), de 6-0-(2,4,6-
triisopropilbencenosulfonilo) (TiPBS) o derivados de 6-cloro que se obtienen faciimente a partir de dGuo. La
diazotizacion/cloro-desdiazoniacion (cloruro de acetilo/nitrito de benciltrietilamonio) de los compuestos 2, 2'b, 0 5
dieron respectivamente los derivados de 2-cloropurina 3, 3'b, o 6. Este nuevo procedimiento para la
diazotizacion/cloro-desdiazoniacion no acuosa?’ (AcCI/BTEA-NO2/CH,Cly/-5 a 0 °C) fue eficaz para el reemplazo del
grupo 2-amino de los compuestos 2, 2'b, y 5 con cloro para dar los compuestos 3a (89 %), 3b (90 %), 3'b (87 %), 6a
(95 %), y 6b (91 %).

La diazotizacién/cloro-desdiazoniacion eficiente de 9-(2,3,5—tri-O-acetiI—(3-D-ribofuranosil)-2—amino-6-cloropurina26'33
(7) (Figura 2) se llevd a cabo con TMS-ClI (9 equivalentes) y nitrito de benciltrietilamonio (BETA-NO;) (3
equivalentes) en CHCl, a temperatura ambiente. El procedimiento fue rapido (<30 min), y se obtuvo la 9-(2,3,5-tri-O-
ac:etiI-B-D-ribofuranosiI)-2,6—dic::|oropurina27'37 (8) deseada (83 %, sin cromatografia) como un sdlido cristalino blanco.
Se obtuvieron rendimientos comparables a 0 °C. Los TMS-CI (3,5 equivalentes) y BTEA-NO> (1,5 equivalentes) con
NaNO; pulverizado (5 equivalentes) dieron el compuesto 8 (86 %) antes de 1 hora. Por contraste, un método
alternativo para la diazotizacion/cloro-desdiazoniacion no acuosa del compuesto 7 empled Clo/TBN/CuCl en una
reaccion fuertemente exotérmica, y fue precisa la separacion del material coloidal por filtracion antes de la
cristalizacion del compuesto 7.

El compuesto 7 fue sometido a una diazotizacion/bromo-desdiazoniacion eficiente con TMS-Br y nitrito de terc-butilo
(TBN). Las interacciones redox de competicion entre el anion nitrito y TMS-Br descartaron el uso de NaNO,. Se
obtuvo el nucleésido de 2-bromo-6-cloropurina 3279 (85 %, sin cromatografia) como un sélido cristalino con TMS-Br
(9 equivalentes)/TBN (20 equivalentes)/CH,Br./temperatura ambiente antes de 1 h.

4
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Se supone que se generan NOCI/CH,Cl, o NOBr/CH2Br, a partir de (Me3SiX o AcCl) y (TBN o BTEA-NO,). Estos
procedimientos proporcionan una diazotizacién/halo-desdiazoniacion eficiente de los nucledsidos protegidos de (2 o
6)-aminopurina asi como los 2'-desoxinucledsidos sensibles a los acidos. Las reacciones son rentables y tienen
lugar a temperatura ambiente o inferior con reactivos convenientes y equipo de laboratorio y condiciones
convencionales.

Después de reemplazar el grupo 2-amino con un grupo 2-cloro, las formas protegidas de dGuo que contienen un
grupo 6-O-(alquil, cicloalquil, o aril)sulfonilo o fosforilo respectivo y un grupo 2-cloro, se hacen reaccionar con
compuestos quimicos que producen el reemplazo del grupo 6-O-(alquil, cicloalquil, o aril)sulfonilo o fosforilo para dar
un grupo 6-amino (o un sustituyente que se puede convertir en un grupo 6-amino, produciendo una conversion
global del sustituyente en un grupo 6-amino) de un derivado de 6-amino-2-cloropurina resultante. En las
realizaciones preferidas, el grupo saliente en 6 es reemplazado con un grupo 6-amino haciendo reaccionar un
producto de la etapa (b) con una fuente de nitrégeno capaz de ser convertida en un grupo amino en un disolvente
compatible con la fuente de nitrégeno para reemplazar el grupo saliente en 6 con un grupo 6-amino mediante
amonolisis selectiva del grupo saliente en 6. La fuente de nitrdgeno se selecciona del grupo que consiste en
amoniaco, azidas, hidrazinas, aminas bencilicas, o sales de amonio compatibles. El disolvente puede ser cualquier
disolvente que sea compatible con la fuente de nitrdgeno, tal como metanol, etanol, alcoholes superiores, o
disolventes apréticos tales como 1,2-dimetoxietano, tetrahidrofurano, o DMF.

En otras realizaciones preferidas, el grupo saliente respectivo 6-O-(alquil, cicloalquil, o aril)sulfonilo se hace
reaccionar con amoniaco en un disolvente aprético compatible para dar un derivado de 6-amino-2-cloropurina,
seguido por desproteccion (si fuera necesario) para dar la CldAdo. En una realizacion mas preferida, se trata una 9-
(3,5-di-O-acil-B-D-eritro-pentofuranosil-6-O-(alquil, cicloalquil, o aril)sulfonil-2-cloropurina con amoniaco en metanol u
otro disolvente compatible para dar la CldAdo.

Ademas, los derivados protegidos de la 2,6-dicloropurina se tratan con reactivos que pueden causar el reemplazo
selectivo del grupo 6-cloro para dar un grupo 6-amino (o0 un sustituyente que se puede convertir en un grupo 6-
amino, seguido por la conversiéon del sustituyente en un grupo 6-amino) de un derivado de 6-amino-2-cloropurina
resultante. En una realizacién mas preferida, la 9-(3,5-di-O-acil-B-D-eritro-pentofuranosil)-2,6-dicloropurina se trata
con amoniaco en metanol u otro disolvente compatible para dar la CldAdo.

La amonolisis selectiva en C6 (sulfonato de arilo con el compuesto 3 o cloruro con el compuesto 6) y la
desproteccion siguiente del resto azucar dio la CldAdo (4) (64-75 % global a partir de 1). Especificamente, los
desplazamientos del sulfonato de arilo (a partir de 3) o cloruro (a partir de 6) en C6 con la siguiente escision de los
ésteres de azucar se efectuaron a 80 °C con NH3/MeOH/CH,CI,. Se obtuvo la cladribina (4) con altos rendimientos a
partir de 3a (81 %), 3b (83 %), 6a (87 %), y 6b (94 %), pero solamente con un rendimiento moderado a partir del
derivado de 6-O-tosilo 3'b (43 %).

Los grupos protectores R se separan por desacilacion utilizando un reactivo basico bien conocido en la técnica en un
disolvente compatible con el reactivo basico, para separar los grupos protectores R y producir la 2-cloro-2'-
desoxiadenosina. El reactivo basico se selecciona del grupo que consiste en amoniaco, alcoxidos de metales,
hidréxidos de metales, y carbonatos de metales. El disolvente puede ser cualquier disolvente que sea compatible
con el reactivo basico, tal como metanol, etanol, 1,2-dimetoxietano/H-0, o tetrahidrofurano/H;O.

Se debe observar que la separacion de los grupos protectores R puede tener lugar concomitantemente o
subsiguientemente con el reemplazo del grupo saliente 6-(oxi sustituido) con un grupo 6-amino mediante amonolisis.
Ambas etapas de reemplazo del grupo saliente 6-(oxi sustituido) con un grupo 6-amino y la separacion de los grupos
protectores R se alcanzan mediante el uso de una fuente de nitrégeno en un disolvente compatible con la fuente de
nitrégeno. Cuando la fuente de nitrégeno es amoniaco en un disolvente prético, tal como metanol o etanol, ambas
etapas se realizan simultaneamente. Sin embargo, cuando la fuente de nitrégeno es amoniaco anhidro en un
disolvente seco, tal como 1,2-dimetoxietano, o tetrahidrofurano, solamente tiene lugar la etapa de reemplazo del
grupo saliente 6-(oxi sustituido) con un grupo 6-amino. En este caso, es necesario y a veces deseable eliminar los
grupos protectores R en una etapa separada.

En las realizaciones mas preferidas de la presente invencion, la sintesis del farmaco clinico cladribina (2-cloro-2'-
desoxiadenosina, CldAdo, 4) se llevd a cabo en tres etapas a partir de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiguanosina (1a)
facilmente disponible o de su analogo de dibenzoilo 1b. El reemplazo del grupo 2-amino se realizdé con altos
rendimientos mediante diazotizacion/cloro-desdiazoniacion con AcCI/BTEA-NO,. La amonolisis selectiva de 3a y 3b
(6-OTiPBS) o 6 (6-Cl), seguida por desacilacion, dio el compuesto 4 (64-75 % global). La amonolisis de 3'b (6-OTs)
fue problematica y dio el compuesto 4 con pobre rendimiento global (33 %). Las rutas que emplearon la
desoxicloracion de 1 fueron ~ 10 % mas eficientes globalmente que las que incluyen los intermedios 6-O-TiPBS.

Ejemplos

Los puntos de fusion para el compuesto 4 se determinaron con un aparato de placa caliente. Los espectros UV se
registraron con soluciones en MeOH. Los espectros "H NMR se registraron a 300 MHz con soluciones en CDCl; a
menos que se indique otra cosa. Las formas "aparentes" de los picos estan entre comillas cuando la division de
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primer orden debiera ser mas compleja o cuando los picos estén deficientemente resueltos. Los espectros de masas
(MS) se determinaron con FAB (glicerol) a menos que se indique otra cosa. Los reactivos quimicos y los disolventes
eran de calidad reactivo. Los CHxCl, y MeCN se secaron a reflujo y por destilacion a partir de CaH,. EI CHCI3 se
seco sobre P05 y se destilo. Los AcCl, POCIs, y N,N-dimetilanilina se destilaron inmediatamente antes de su uso.
Se prepard el nitrito de benciltrietilamonio (BTEA-NO;) a partir de BTEA-CI por intercambio iénico [Dowex 1 X 2
(NO2)]. Se realizé cromatografia en columna (gel de silice, 230-400 mallas) con CH»Cl,/MeOH. Los compuestos 1a
y 1b se prepararon como se ha descrito. 3

El método 1 (nucledsido/TiPBS-CI/DMAP/EtsN/CHCI3) se describe para 1a — 2a, el método 2
(nucledsido/AcCI/BTEA-NO2/CH2Cly) para 2a — 3a, el método 3 (nucledsido/N,N-dimetilanilina/POCIs/BTEA-
CI/MeCN) para 1a — 5a, y el método 4 (nucledsido/NH3s/MeOH/A) para 3a — 4. Reacciones analogas con
proporciones molares equivalentes de otros nucledsidos dieron los productos y cantidades indicadas.

Ejemplo 1

Preparacion de 9-(3, 5-di-O-acetil- 2 - desoxi-B-D-eritro - pentofuranosil)- 2- amino-6-0-(2,4,6-
triisopropilbencenosulfonil)purina (2a)

Método 1. Se afiadié EtsN (1,25 mL, 910 mg, 9,0 mmol) a una solucion en agitacion de 1a (1,67 g, 4,8 mmol), TiPBS-
Cl (2,73 g, 9,0 mmol), y DMAP (72 mg, 0,6 mmol) en CHCI3 seco (70 mL) bajo N2. Se continud agitando durante 24
h, y se evaporaron los compuestos volatiles. Se cromatografié el residuo anaranjado (CH2Clo/MeOH) para dar 2a
(2,67 g, 91 %) como una espuma ligeramente amarilla con maximos en UV a 238, 291 nm, y minimo a 264 nm; H
NMR (500 MHz) & 1,26-1,32 (m, 18H), 2,08 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,54 (ddd, J=4,7, 9,0, 14,0 Hz, 1H), 2,91-2,99 (m
2H), 4,22-4,37 (m, 3H), 4,43-4,47 (m, 2H), 4,97 (br s, 2H), 5,41-5,42 ("d", 1H), 6,26-6,29 (m, 1H), 7,21 (s, 2H), 7,84
(s, 1H); LRMS m/z 618 (MH" [C29H40N505S] = 618); HRMS m/z 640,2413 (MNa" [C29H39NsOsSNa] = 640,2417).

Ejemplo 2

Preparacion de 2-amino-9-(3, 5-di-O-benzoil-2-desoxi- B- D-eritro-pentofuranosil)-6-0-(2,4,6-
triisopropilbencenosulfonil)purina (2b)

El tratamiento de 1b (950 mg, 2,0 mmol) por el metodo 1 dio 2b (1,27 g, 86 %) como una espuma sélida blanca con
un maximo en UV a 289 nm, y un minimo a 264 nm; "H NMR & 1,29-1,32 (m, 18H), 2,76 (ddd, J=2,1, 6,0, 14,3 Hz,
1H), 2,96 ("quintuplete", J=6,8 Hz, 1H), 3,15-3,25 (m, 1H), 4,34 ("quintuplete", J=6,8 Hz, 2H), 4,65-4,74 (m, 2H),
4,85-4,90 (m, 1 H), 5,00 (br s, 2H), 5,84-5,86 ("d", 1H), 6,38-6,43 (m, 1H), 7,30 (s, 2H), 7,44-7,55 (m, 4H), 7,58-7,69
(m, 2H), 7,85 (s, 1H), 8,04 (d, J=7,1 Hz, 2H), 8,11 (d, J=7,1 Hz, 2H); LRMS m/z 742 (MH" [C39H44Ns0gS]= 742), 764
(MNa" [C39H43N50sSNa] = 764); HRMS m/z 764,2730 (MNa" [CagH13Ns0sSNa] =764,2730).

Ejemplo 3

Preparacion de 2-amino-9-(3, 5-di-O-benzoil-2-desoxi- B -D-eritro-pentofuranosil)-6-O-(4-
metilbencenosulfonil)purina (2'b)

Se afadioé EtzN (700 pL, 506 mg, 5,0 mmol) a una solucion en agitacion de 1b (1,43 g, 3,0 mmol), TsCl (858 mg, 4,5
mmol), y DMAP (36 mg, 0,3 mmol) en CHCI3; seco (45 mL) bajo N2. Se continué agitando durante 15 h, y se
evaporaron los compuestos volatiles. Se cromatografié el residuo ligeramente amarlllo (CH2Clo/MeOH) para dar 2'b
(1,68 g, 89 %) como una espuma solida blanca con un maximo en UV a 300 nm; 'H NMR (DMSO-ds) & 2,43 (s, 3H),
2,73 (ddd, J=2,1, 8,4, 14,4 Hz, 1H), 3,17-3,27 ("quintuplete", J=7,2 Hz, 1H), 4,52-4,65 (m, 3H), 5,76-5,78 ("d", 1H),
6,37-6,41 (m, 1H), 6,95 (br s, 2H), 7,47-7,73 (m, 8H), 7,95 (d, J=7,8 Hz, 2H), 8,03-8,11 (m, 4H), 8,30 (s, 1H); LRMS
m/z 630 (MH" [C31H2sN50sS] = 630), m/z 652 (MNa® [C31H2sNsOsSNa] = 652); HRMS m/z 652,1467 (MNa®
[C31H27N5088Na] = 652,1478).

Ejemplo 4

Preparacion de 9-(3, 5-di-O-acetil-2-desoxi- B -D-eritro-pentofuranosil)-2-cloro-6-0-(2,4,6-
triisopropilbencenosulfonil)purina (3a)

Método 2. Se enfrié una solucion de AcCl (200 pL, 220 mg, 2,8 mmol) en CH2Cl; (12 mL) bajo N2 en un bafio de
NaCl/hielo/H20 (-5 a 0 °C) durante 15 min. Se disolvié BTEA-NO- (520 mg, 2,2 mmol) en CHxCl, seco (8 mL) y esta
solucién se afiadié inmediatamente gota a gota a la solucion, fria, en agitacion, de AcCI/CHxCl,. Se afadié entonces
una solucién de 2a (288 mg, 0,5 mmol) en CH>Cl, seco (5 mL) gota a gota a la solucién fria, y se continué agitando
durante 5 min (la TLC, CH2Cl,/MeOH, 95:5, demostrd la conversion completa de 2a en un Unico producto). Se
afnadio la mezcla de reaccion gota a gota a una velocidad rapida a una mezcla fria (bafio de hielo/H;0), agitada
vigorosamente de NaHCO3 saturado/H0O (100 mL)//CHxCI, (100 mL). Se separaron las capas, y la fase organica se
lavé con H,0 fria (0 °C) (2 x 100 mL) y se secd (MgSO.) durante 1 h. Se evaporaron los compuestos volatiles y se
cromatografié el residuo (CH,Cla/MeOH) para dar 3a (267 mg, 89 %) como una espuma solida blanca con maximos
en el UV a 240, 266 nm, y minimo a 255 nm; 'H NMR (500 MHz) & 1,24-1,31 (m, 18H), 2,08 (s, 3H), 2,13 (s, 3H),
2,67 (ddd, J=2,5, 7,0, 15,5 Hz, 1H), 2,76-2,81 (m, 1H), 2,90-2,96 ("quintuplete”, J=7,0 Hz, 1H), 4,28-4,33
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("quintuplete”, J=7,0 Hz, 2H), 4,35-4,39 (m, 3H), 5,38-5,39 ("d", 1H), 6,42-6,45 (m, 1H), 7,22 (s, 2H), 8,23 (s, 1H);
LRMS m/z 637 (MH" [C2sH3sCIN4OsS] = 637); HRMS m/z 659,1902 (MNa® [C2sH37CIN4OsSNa] = 659,1918).

Ejemplo 5

Preparacion de 9-(3,5-di-O-benzoil-2-desoxi- B -D-eritro-pentofuranosil)-2-cloro-6-0-(2,4,6-
triisopropilbencenosulfonil)purina (3b)

El tratamiento de 2b (1,20 g, 1,6 mmol) por el método 2 d|o 3b (1,10 g, 90 %) como una espuma sélida amarilla con
maximos en el UV a 230, 266 nm, y minimo a 255 nm; 'H NMR & 1,22-1,34 (m, 18H), 2,92-3,00 (m, 3H), 4,30-4,34
(m, 2H), 4,68-4,77 (m, 3H), 5,80-5,82 ("d", 1H), 6,54-6,57 (m, 1H), 7,42-7,64 (m, 8H), 8,00 (d, J=8,4 Hz, 2H), 8,10 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 8,26 (s, 1H); HRMS m/z 783,2224 (MNa+ [C3a9H41CIN4OgSNa] = 783,2231).

Ejemplo 6

Preparacion de 9-(3,5-di-O-benzoil-2-desoxi- B -D-eritro-pentofuranosil)-2-cloro-6-O-(4-
metilbencenosulfonil)purina (3'b)

El tratamiento de 2'b (1,45 g, 2,3 mmol) por el método 2 dio 3'b (1, 30 g, 87 %) como una espuma solida ligeramente
amarilla con un maximo en el UV a 267 nm, y minimo a 255 nm; 'H NMR (DMSO-ds) & 2,45 (s, 3H), 2,86 (ddd,
J=3/4, 6,2, 14,0 Hz, 1H), 3,21-3,30 ("quintuplete”, J=7,0 Hz, 1H), 4,55-4,67 (m, 3H), 5,82-5,84 (m, 1H), 6,56-6,61 (m,
1H), 7,42-7,72 (m, 8H), 7,88 (d, J=7,8 Hz, 2H), 8,04-8,07 (m, 4H), 8,88 (s, 1H); HRMS m/z 671,0983 (MNa"
[C31H25CINsOgSNa] = 671,0979.

Ejemplo 7
Preparacion de 9-(3,5-di-O-acetil-2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-2-amino-6-cloropurina (5a)

Método 3. Se agité una mezcla de 1a (540 mg, 1,54 mmol), BTEA-CI (710 mg, 3,1 mmol), N,N-dimetilanilina (215 pL,
206 mg, 1,7 mmol), y POCIs (720 pL, 1,2 g, 7,7 mmol) en MeCN (6 mL) en un bafio de aceite precalentado (85 °C)
durante 10 min. Inmediatamente se evaporaron rapidamente los compuestos volatiles (a vacio), y se disolvié la
espuma amarilla (CHCI3, 15 mL) y se agité enérgicamente con hielo triturado durante 15 min. Se separaron las
capas, y se extrajo la fase acuosa (CHCI3, 3 x 5 mL). Se afiadié con frecuencia hielo triturado a la fase organica
reunida, que se lavo [(hielo-H20 (3 x 5 mL), NaHCO3 al 5 %/H>0 (hasta pH ~7)] y se seco (MgSO4g Se evaporaron
los compuestos volatiles y se cromatografio el residuo (CH.Clo/MeOH) para dar el compuesto 5a (517 mg, 90 %)
como una espuma solida blanca con maximos en el UV a 248, 310 nm, y minimo a 268 nm; H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 2,02 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,49-2, 52 (m, 1H), 3,04-3,06 (m, 1H), 4,20-4,29 (m, 3H), 5,32-5,34 ("d", 1H),
6,23-6,26 (m, 1H); 7,03 (br s, 2H), 8,35 (s, 1H); "H NMR & 2,03 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,51 (ddd, J=2,7, 5,9, 14,2 Hz,
1H), 2,85-2,94 ("quintuplete”, J=7,1 Hz, 1H), 4,28-4,42 (m, 3H), 5,35-5,37 (m, 1H), 6,21-6,26 (m, 1H), 7,89 (s, 1H);
HRMS (El) m/z 369,0844 (M [C14H16CINsOs] =369,0840).

Ejemplo 8
Preparacion de 2-amino-9-(3,5-di-O-benzoil-2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-6-cloropurina (5b)

El tratamiento de 1b (2,38 g, 5 mmol) por el metodo 3 dio 5b (2,10 g, 85 %) como una espuma solida ligeramente
amarilla con un maximo en el UV a 310 nm; 'H NMR (DMSO-dg) 6 2,69-2,78 ("ddd", 1H), 3,20-3,24 ("quintuplete”,
J=7,2 Hz, 1H), 4,56-4,67 (m, 3H), 5,77-5,79 ("d", 1H), 6,39-6,44 (m, 1H), 7,02 (br s, 2H), 7,48-7,71 (m, 6H), 7,96 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 8,06 (d, J=8,7 Hz, 2H), 8,37 (s, 1H); LRMS m/z 494 (MH" [C24H21CIN50s]=494); HRMS m/z 516,1042
(MNa" [C24H20CINsOsNal= 516,1051).

Ejemplo 9
Preparacion de 9-(3,5-di-O-acetil-2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-2,6-dicloropurina (6a)

El tratamiento de 5a (265 mg, 0,7 mmol) por el método 2 dio 6a* (266 mg, 95 %) como una espuma sdlida blanca
con un maximo en el UV a 274 nm, y minimo a 232 nm; 'H NMR (500 MHz) & 2,12 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,73 (dddd,
J=2/4, 5,9, 14,2 Hz, 1H), 2,83-2,86 (m, 1H), 4,38-4,39 (m, 3H), 5,41-5,42 ("d", 1H), 6,45-6,50 (m, 1H), 8,33 (s, 1H);
HRMS m/z 411,0230 (MNa+ [C14H14CI2N4OsNa] = 411,0239).

Ejemplo 10
Preparacion de 9-(3,5-di-O-benzoil-2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-2,6-dicloropurina (6b)

El tratamiento de 5b (407 mg, 0,8 mmol) por el método 2 dio 6b (386 mg, 91 %) como una espuma sdlida
ligeramente amarilla con un maximo en el UV a 274 nm, y minimo a 257 nm; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 2,87
(ddd, J=3,5, 8,0, 17,5 Hz, 1H), 3,25-3,31 (m, 1H), 4,57-4,71 (m, 3H), 5,83-5,85 ("d", 1H), 6,59-6,62 (m, 1H), 7,46-7,72
(m, 6H), 7,91 (d, J=7,5 Hz, 2H), 8,09 (d, J=7,5 Hz, 2H), 8,96 (s, 1H); HRMS m/z 535,0562 (MNa" [C24H15Cl.N4OsNa]
= 535,0552).
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Ejemplo 11
Preparacion de 2-cloro-2'-desoxiadenosina (Cladribina, 4)

Método 4. Se afiadié NH3/MeOH (12 mL, saturado a 0 °C) a una solucion de 3a (159 mg, 0,25 mmol) en CH,Cl, (8
mL) en un tubo de presién. Se selld el tubo y se sumergié inmediatamente en un bafio de aceite precalentado a 80
°C. Se continud calentando (80 °C) durante 7 h, y se evaporaron los compuestos volatiles. Se disolvio el residuo
(H20, 2 mL), y se aplicé la solucion a una columna de Dowex 1 x 2 (OH", 20 mL), se lavé el matraz (H20, 5 mL) y se
aplicé a la columna. Se lavo la columna (H20) hasta pH neutro del eluato, y después se aplic6 MeOH/H20 (1:1). Se
reunieron las fracciones que absorben en el UV, y se evaporaron los compuestos volatiles. Se afiadié EtOH (3 x 10
mL) y se evapord, y se seco el residuo (a vacio) para dar el compuesto 4 (58 mg, 81 %). Se recristalizé el polvo
blanco en MeOH para dar el compuesto 4 (2 cosechas, 84 % de recogida) con punto de fusién >300 °C (los cristales
se volvieron pardos lentamente a ~220 °C), o en H2O (2 cosechas, 72 % de recogida) con punto de fusion >300 °C
(Lit. punto de fusion con reblandecimiento a 210-215 °C,16 después descomposicion; >300° C;m’21 232 °C); los datos
de UV, H NMR, y MS estuvieron en concordancia con los valores publicaldos.21’22 Andlisis. Calculado para
C10H12CINsO3: C, 42,04; H, 4,23; N, 24,51. Encontrado: C, 41,85; H, 4,40; N, 24,46.

El tratamiento de 3b (83 %), 3'b (43 %), 6a (87 %), o 6b (94 %) por el método 4 dio el compuesto 4 como polvo
blanco, homogéneo por TLC, con idénticos datos espectrales.

Ejemplo 12
Preparacion de 9-(2,3,5-tri-O-acetil-3-D-ribofuranosil)-2,6-dicloropurina (8)

Método A. Se anadié TMS-CI (1,14 mL, 978 mg, 9,0 mmol) gota a gota a una solucion en agitacién del compuesto 7
(428 mg, 1,0 mmol) en CH,CI; (30 mL) bajo N». Se afiadio BTEA-NO; (714 mg, 3,0 mmol) en CH2Cl, (10 mL) gota a
gota (1 gota/2 segundos) y se agito la soluciéon a temperatura ambiente durante 30 min (TLC). Se diluyé la solucién
(CH2Cl,, 200 mL) y se lavo (NaHCOs al 5 %/H20, 5 x 100 mL). Se extrajo la fase acuosa reunida (CH2Clz, 2 x 100
mL), y la fase organica reunida se sec6 (MgSOs) y se filtr6. Se evaporaron los compuestos volatiles, se afiadié Et,O
y se evaporo (3 x 25 mL) a partir del aceite amarillo y se recristalizé el residuo (EtOH) para dar el compuesto 8 (373
mg, 83 %) como cristales de color amarillo palido con los datos de punto de fusion, UV, "H NMR, y MS como estan
publicados.?’

Método B. Se afiadiéo TMS-CI (444, uL, 280 mg, 3,50 mmol) gota a gota a una mezcla en agitacion del compuesto 7
(428 mg, 1,0 mmol) y NaNO; pulverizado (345 mg, 5,0 mmol) en CH»Cl, (25 mL) bajo N2. Se afadié BTEA-NO, (357
mg, 1,5 mmol) en CH,Cl, (25 mL) gota a gota (1 gota/segundo) y se agitd la solucion a temperatura ambiente
durante 1 h (TLC). Se enfrio la mezcla durante 15 y se afiadio gota a gota a una mezcla fria agitada enérgicamente
de NaHCOj3 saturado/H>O (200 mL)/CH2Cl, (200 mL). Se extrajo la capa acuosa (CH2Cl2 100 mL), y se lavé la capa
organica reunida (H20, 100 mL) y se secé (MgSO.). Se evaporaron los compuestos volatiles, y se recristalizé el
aceite amarillo (BuOH) para dar el compuesto 8 (384 mg, 85 %) como cristales de color amarillo palido.

Método C. Se afiadié una solucién de AcCI/CH.Clz 1 M, 2,5 mL, 2,5 mmol) a CH2Cl, seco (10 mL) bajo Np, y se
enfrié la solucion durante 15 min. Se afiadié entonces BTEA-NO; (535,5 mg, 2,25 mmol) en CH,Cl, (5 mL) gota a
gota (1 gota/segundo) a la soluciéon fria en agitacion de AcCIl/CH,Cl,. Se afadié entonces una solucién fria del
compuesto 7 (214 mg, 0,5 mmol) en CH,Cl, seco (5 mL) gota a gota a la solucién fria en agitacion de AcCI/BETA-
NO.Cl, (TLC, hexano/EtOAc, 3:7). Por tratamiento y recristalizacion inmediata (como en el método B) se obtuvo el
compuesto 8 (187 mg, 84 %) como cristales de color amarillo palido.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir 2-cloro-2'-desoxiadenosina que comprende las etapas de:

(a) convertir el grupo 6-oxo de un compuesto que tiene la formula

0

HN N

i I Y
HaN N
RO

RO

en un grupo saliente en 6 que tiene suficiente reactividad para una reaccion de desplazamiento de SyAr, en la que R
es un grupo protector,;

(b) reemplazar el grupo 2-amino con un grupo 2-cloro en una reaccion de diazotizacién/cloro-
desdiazoniacion;

(c) reemplazar el grupo saliente en 6 con un grupo 6-amino; y
(d) separar los grupos protectores R, para producir la 2-cloro-2'-desoxiadenosina.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el grupo saliente en 6 se selecciona de un grupo 6-(oxi
sustituido) y un grupo 6-cloro.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el grupo saliente en 6 se convierte en un grupo 6-(oxi
sustituido).

4. El método de la reivindicacion 3, en el que el grupo 6-(oxi sustituido) se selecciona de (alquil, alquil
sustituido, cicloalquil, aril y aril sustituido)-sulfonilo, -fosforilo y —fosfonilo.

5. El método de la reivindicacion 2, en el que el grupo 6-oxo se convierte en un grupo 6-cloro.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde los grupos protectores se
seleccionan de acilo y sililo.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 en el que el grupo saliente en 6 se reemplaza
con un grupo 6-amino utilizando amoniaco.
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cl NH,
= [ \ = ] \ = | \}
le N ¢ CI7Y N ¢ mJ* N
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Seriea, R=Ac;b,R=Bz

Figura 1
(a) TiPBS-CI/Et;N/DMAP/CH,CI,. (b) AcCI/BTEA-NO,/CH,CI>-5 a 0 °C.
(c) NH3/MeOH/CH_CI./A. (d) POCI;/BTEA-CL/N,N-dimetilanilina/MeCN/A.
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cl Cl
T S
aéboc(8)
HaN km N > X /I‘\‘N N
AcO 0 d (9) AcQ 0
AcO Ohc AcO OAc
7 8 X=Cl
9 X =Br
Figura 2

(a) TMS-CI/BTEA-NO/CH.CI; (83 %); (b) TMS-CI/BTEA-NO,/NaNO,/CH,Cl; (86 %);
(c) AcCI/BTEA-NO; /CH,Cl,/0-5 °C (84 %); (d) TMS-Br/TBN/CH:Br; (85 %)
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