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DESCRIPCION
Derivados de nucleétidos de purina

La invencién se refiere nuevos derivados de nucledtidos de purina, a procesos para su preparacion, a productos
intermedios en su preparacion, a composiciones que los contienen, a su uso en medicina y diagndstico y a métodos de
tratamiento y métodos de ensayo que los usan uso, en particular donde el derivado de nucleétido de purina es un
fosforotioato monofosfato ciclico de purina sustituido en el carbono 8 del anillo de purina por un sustituyente unido a
carbono.

Los monofosfatos ciclicos de purina de origen natural, adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), son moléculas mensajeras importantes que median los efectos sobre la funcién celular de hormonas.
Por ejemplo, el documento WO 03/104250 desvela el uso de analogos de AMPc en los que en la posicion 8 hay N, O S
para modificar la actividad de las Epacs (proteinas de intercambio activadas directamente por AMPc).

Se ha propuesto poder usar analogos de dichos nucleétidos ciclicos en el tratamiento de patologias asociadas con
funcién inmunitaria reducida o potenciada. Por tanto un analogo de este tipo es el adenosin monofosforotioato ciclico
(AMPSc), o mas exactamente adenosin 3',5'- monofosforotioato ciclico, en el que uno de los oxigenos que cuelga del
atomo de fosforo se reemplaza por un azufre. Como resultado, el fésforo es un centro quiral y en la configuracion Rp
(en el atomo de fosforo) el AMPSc es un antagonista de AMPc mientras que en la configuracion Sp (en el atomo de
fésforo) es un agonista de AMPc. El uso de AMPSc en la configuracion Rp como antagonista de AMPc como parte de
un tratamiento del VIH se ha propuesto, por ejemplo, en el documento W0O98/48809 y el uso de AMPSc como inhibidor
de crecimiento neoplasico se ha propuesto en el documento US-A-5843916.

El documento WO98/48809 sugiere en particular el uso de antagonistas de AMPc que inhiben la actividad de la enzima
proteina quinasa | (PKAI) dependiente de AMPc y en este sentido sugirié el uso de AMPSc en configuracion Rp
sustituido por un heteroatomo (por ejemplo, Br o Cl) en el carbono 8 del anillo de purina o por un grupo unido a
heteroatomo (por ejemplo, piperidina). Ademas, Gjertsen et al en J. Biol. Chem. 270;20599- 20607 (1995) demostraron
que el AMPSc-Rp 8-cloro y 8-bromo tenian mayor actividad agonista con respecto a la PKAI que el AMPSc-Rp no
sustituido en posicion 8.

En el comercio de Biolog-Life Science Institute of Bremen, Alemania, se dispone de diversos AMPSc sustituidos en
posicion 8, en particular Rp-8-Br-AMPSc, Rp-8-Br-MB-AMPSc (MB es un sustituyente monobultirilo en la posicion 2' del
anillo de ribosa), Rp-8-CI-AMPSc, Rp-8-CPT-AMPSc (donde CPT = 4-clorofeniltio), Rp-8-HA-AMPSc (donde HA =
hexilamino), Rp-8-OH-AMPSc, Rp-8-PIP-AMPSc (donde PIP = piperidino) , Rp-8-AEA-AMPSc (donde AEA = 2-
aminoetilamino) , Rp-8-AHA-AMPSc (donde AHA = 6-aminohexilamino), Rp-8-n3-AMPSc (donde N3 = azido), y
Rp-8-I-AMPSc. Biolog también ofrece compuestos AMPSc en configuracién Sp pero de nuevo todos ellos estan o no
sustituidos en la posicion 8 por un heteroatomo o grupo unido a heteroatomo.

El presente tratamiento de infeccion por VIH es un fuerte coctel de farmacos contra el VIH; terapia antirretroviral
altamente activa (TARAA). La TARAA incluye inhibidores de proteasa y analogos de nucledsidos y no nucledsidos que
dirigen el virus y es el componente principal en el tratamiento de pacientes infectados por el VIH. Sin embargo, aunque
la TARAA prolonga significativamente la vida de los pacientes infectados por VIH deteniendo el desarrollo del SIDA, la
funcién deteriorada de linfocitos T parece persistir. De hecho, durante la TARAA, se ha observado que la respuesta
inmunitaria especifica del VIH disminuye en lugar de aumentar. Adicionalmente, la TARAA no erradica el virus, los
pacientes presentan recaida viroldgica después de la retirada del tratamiento y en algunos pacientes el virus desarrolla
resistencia al tratamiento. Ademas, una gran cantidad de pacientes desarrollan intolerancia a los presentes farmacos
posiblemente con graves acontecimientos adversos.

Por tanto, hay una necesidad cada vez mas reconocida de otras modalidades de tratamiento. El tratamiento basado en
inmunomodulacion que puede mejorar la funcién del sistema inmunitario un tanto "destruido" de pacientes infectados
por VIH podria hacer que el sistema inmunitario fuese competente expulsando el virus de sus reservas y podria ser
una importante terapia adyuvante en pacientes infectados por VIH. Niveles elevados de AMPc y por tanto activacion
aumentada de PKA de tipo | inhibe significativamente la proliferacion de linfocitos T de individuos infectados por VIH
independientemente de la TARAA en curso. El uso de un antagonista selectivo de PKA de tipo | mejora la proliferacion
deteriorada de linfocitos T de pacientes infectados por VIH hasta un 300%. Las observaciones descritas anteriormente
sugieren que la PKA de tipo | es una posible diana para terapia inmunomoduladora. Los antagonistas selectivos de
PKA de tipo | tales como Rp-8-Br-AMPSc ofrecen una posibilidad para invertir la activacion inapropiada de la PKA de
tipo | en inmunodeficiencias y por lo tanto restablecen la funcién de linfocitos T y la sensibilidad inmunitaria. Se ha
mostrado que la mayoria de los isémeros AMPSc en configuracion Rp actian como antagonistas de PKA uniéndose
competitivamente a los sitios de union del AMPc de la subunidad R, pero no disocian y activan la enzima.

Adicionalmente, la caracterizacion de derivados de Rp-AMPSc ha mostrado que algunos compuestos (por ejemplo,
Rp-8-Br-AMPSc) actian como antagonistas selectivos y completos de la isoenzima PKA de tipo | y como agonistas
parciales de la isoenzima PKA de tipo Il. La mayoria de células y tejidos contienen cantidades altamente significativas
de PKA de tipo Il ancladas en diversos sitios subcelulares e implicadas en la mediacion de una gran cantidad de
efectos inducidos por AMPc.
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En cambio, aunque la PKA de tipo | esta también ampliamente distribuida, se ha observado que es principalmente
necesaria y suficiente para la regulacion de la funcién de células inmunitarias. Esto ofrece alguna selectividad
tisular/celular, lo que podria favorecer un posible tratamiento basado en un antagonista selectivo de PKA de tipo .

A pesar de que la PKA de tipo | es una interesante diana farmacoldgica, no se dispone de antagonistas de AMPc
farmacéuticamente aceptables. El desarrollo de farmacos inmunoestimuladores que interfieren con la accion del AMPc
mejorara la funciéon inmunitaria de linfocitos T y puede llevarse a ensayo preclinico desarrollando antagonistas de
AMPc selectivos de PKA de tipo | que contrarresten la accion del AMPc. Los objetivos especificos de la investigacion
realizada fueron el desarrollo de dichos compuestos y el desarrollo de métodos y modelos de evaluacién de
compuestos como farmacos inmunomoduladores que invierten la inmunodeficiencia en el VIH.

De manera sorprendente se ha descubierto ahora que la afinidad particularmente alta de PKAI (o mas exactamente
PKA Rla), es decir, agonismo de AMPc y mas especialmente antagonismo, puede realizarse usando AMPSc en el que
el carbono 8 de purina esta sustituido por un grupo carbilo, es decir, un grupo unido a carbono.

De esta manera, vista desde un aspecto, la invencién proporciona un compuesto adenosin 3',5'-monotiofosforotioato
ciclico en la configuracion Rp, en el que el sustituyente 8 se selecciona entre:

- un grupo aralquilo, alcarilo, alquilo, alquilo ciclico, alquenilo o alquinilo unido opcionalmente mediante un grupo
carbonilo o tiocarbonilo y opcionalmente sustituido con grupos acilo, halo, hidroxi, tiol, amino, carboxi (u otro oxiacido),
ciano, azido, alcoxi, éster, éter o alquiltio, en los que dicho grupos alquilo o analogos insaturados de los mismos
contienen hasta 10 atomos de carbono;

- grupos arilo opcionalmente sustituidos, tales como benceno, naftaleno y sistemas carboxilicos anulados, y
sistemas heterociclicos anulados incluyendo piridina, di- y triazinas, furano, tiofeno y pirrol, y los azoles, y triazoles, y
oxa- y tiadiazoles, y tetrazoles; y

- grupos heteroarilo, tales como las azinas de anillo de seis miembros, piridina, las diazinas, triazinas y sistemas
carbociclicos anulados, y sistemas heterociclicos anulados como se ha definido anteriormente, y sistemas de anillo de
cinco miembros, tales como furano, tiofeno y pirrol, los azoles y triazoles, y oxa- y tiadiazoles y tetrazoles y sistemas
heterociclicos y carbociclicos anulados.

Mediante el término derivado en el presente contexto, se hace referencia a un compuesto que esta modificado
quimicamente pero conserva la capacidad de ejercer la actividad de las AMPSc 8 sustituidas en uso, por ejemplo una
forma de sal, éster, profarmaco (es decir bioprecursor), etc. Cuando el derivado contiene o genera al usarse un
componente separado de las AMPSC 8 sustituidas, por ejemplo, un contraién o un grupo protector escindible,
preferiblemente este componente es fisiolégicamente tolerable.

El sustituyente 8, que como se ha indicado se necesita que esté unido en la posicion 8 en el anillo adenina mediante un
enlace carbono-carbono, puede contener tipicamente hasta 25 atomos distintos de hidrégeno, mas preferiblemente
hasta 20, especialmente hasta 15, particularmente hasta 10. Estos atomos distintos de hidrégeno incluyen al menos un
carbono y pueden ser todos carbono; si embargo, preferiblemente al menos uno, por ejemplo hasta 6, de los atomos
distintos de hidrogeno pueden ser heteroatomos, por ejemplo halégeno, oxigeno, azufre, nitrégeno o fésforo,
especialmente O, N o S. El sustituyente 8 puede ser lineal, ramificado o ciclico o una combinacion de dos o mas de los
mismos y puede ser saturado o insaturado. Especial y preferiblemente, el sustituyente es o contiene un grupo ciclico,
en particular un grupo arilo homo o heterociclico, conteniendo por ejemplo de 5 a 10 atomos en el anillo, de la manera
mas particular un grupo heteroarilo que contiene 5 atomos en el anillo o un grupo fenilo. En cualquiera de dichos
sustituyentes, grupos alquilo o analogos insaturados de los mismos contienen preferiblemente hasta 6 carbonos.

Los ejemplos de sustituyentes 8 tipicos de acuerdo con la invencién incluyen grupos arilo y heteroarilo opcionalmente
sustituidos, por ejemplo, sustituidos con

(i) OR1, donde R' = H, alquilo C4-C1o, alquenilo C,-C1o, alquinilo C>-C1o, grupos arilo o heteroarilo y derivados
opcionalmente sustituidos de los mismos,

(ii) SR1, SOR! y SOZR1, donde R' es como se ha definido anteriormente,
(iii) NR'R' donde cada R1, que pueden ser igual o diferente, es como se ha definido anteriormente,
(iv) haldégeno,

(v) C02R1, COR' 0 CONR' R1, donde cada R1, que pueden ser igual o diferente, es como se ha definido anteriormente
y

(vi) grupos arilo y heteroarilo adicionalmente sustituidos opcionalmente;

derivados carbonilo, tiocarbonilo, iminocarbonilo y ciano, tales como C02R1, COR1, CONR!' R1, C(NR1)NR1 R1,
CSNR'R’ y CN, donde cada R1, que puede ser igual o diferente, es como se ha definido anteriormente; y sustituyentes
de carbono no aromaticos que estan opcionalmente sustituidos, tales como

3
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alquilo C+-Cyo,

alquenilo C2-Cpo,

alquinilo C2-Cyo, por ejemplo donde la sustitucion opcional implica

(a) insercion de dobles y triples enlaces adicionales en grupos alquenilo o alquinilo C2-C1g
(b) insercion de grupos oxo para formar cetonas o aldehidos

(c) sustitucion con sustituyentes arilo y heteroarilo, sustituidos ellos mismos opcionalmente con halégeno (por
ejemplo, F y/o CI), OR1, SR, S-oxidos (por ejemplo, SOR! y SOZR1), NR' R1, CO2R" 0 CONR' R1, donde cada R1, que
puede ser igual o diferente, es como se ha definido anteriormente.

Los sustituyentes 8 particularmente preferidos incluyen grupos fenilo, furilo y tienilo, especialmente grupos 2-furilo.

Cuando el sustitu¥ente 8 es un grupo arilo, este puede, si se desea, estar sustituido con uno o mas grupos polares, por
ejemplo OR’, SR’, SOR’, SO;R", NR', halégeno, CO.R", COR', CONR'R', NO2, P(OR"), y CH,OR".

En los AMPSc sustituidos con 8-carbilo de la invencion, otras posiciones esqueléticas también pueden, si se desea,
estar sustituidas por ejemplo el 2'-oxigeno, el nitrégeno del grupo 6-amino y los oxigenos y azufres pendientes del
atomo fosforoso ciclico. A este respecto, los sustituyentes pueden ser sustituyentes como se han definido
anteriormente para la posicion 8 o, por ejemplo, sustituyentes conocidos en conjunto con AMPc y AMPSc (por ejemplo,
acilo, alquilcarbonilo, arilo, etc.). Se prefiere especialmente la sustitucion de sililo del oxigeno 2' en compuestos de
acuerdo con la invencion que son versiones 2'-protegidas de compuestos activos.

Con la excepcién de sustituciones para producir un profarmaco, los compuestos de acuerdo con la invenciéon se usan
de manera deseable en una forma en la que Unicamente esta sustituida la posicion 8. Sin embargo, se prefieren
particularmente formas de profarmaco en las que el oxigeno o azufre pendiente de fésforo esta sustituido de manera
que enmascara la acidez del grupo fosforoso ciclico. Por tanto, por ejemplo, dichos profarmacos estan tipicamente
S-alquilados. Aunque la S-alquilacidon es una opcion preferida, tipicamente el grupo introducido puede ser un grupo
éster o tioéster (es decir, R-CS-S-R-, R-CO-S-R- 0 R-CS-0O-R-) unido directa o indirectamente a un grupo metileno
unido al azufre del acido fosforotioico. En el caso de una unién indirecta, el engarce contiene preferiblemente una
estructura de electron deslocalizado, de manera que la escision del (tio)éster desencadena la desproteccion (por
ejemplo, usando un grupo protector P-acil-bencilo como en el Esquema 2b mas adelante). Como alternativa, pueden
usarse formas de profarmaco en las que el grupo amino en la posicion 6 del anillo adenina o del grupo hidroxilo en el
anillo furilo esta protegida con un eliminable tras la administracion, por ejemplo un grupo protector de éster o éster
doble. De manera analoga, el grupo 6-amino puede estar N-protegido con un grupo aciloxialquilo, tal como
pivaliloximetilo o por un grupo alquiloximetilo. En general, en la produccion de dichos profarmacos, la proteccion de
amina o hidroxilo puede realizarse tanto antes como después la tiacion, dependiendo de la naturaleza de los grupos
protectores de O y N.

Cuando los procesos de preparacion requieren la separacion de los isémero Rp y Sp, por ejemplo por cromatografia o
cristalizacion, pueden ser especialmente Utiles compuestos sustituidos en el oxigeno o azufre pendiente de fésforo. De
forma similar, pueden preferirse particularmente como intermedios para facilitar la purificacién, compuestos en los que
la posicion 2' esta sililada.

A continuacién, se describen con particular detalle cuatro esquemas de proceso mediante los que pueden prepararse
los compuestos 8-carbilo sustituidos de la invencién. En el primerio, un fosforamidato 3'5'-ciclico 8-halogenado se
8-carbonila, después de lo cual el nitrdgeno unido al fésforo se reemplaza por azufre en una reaccion que conserva la
configuracion del fésforo quiral; en el segundo y el tercero, una adenosina se 8-carbamoila, después de lo cual se
introduce el grupo fosforoso ciclico; y en el cuarto, un 8-halo-AMPSc se 8-carbamoila. El primer y segundo esquemas
de proceso se prefieren por razones de flexibilidad (y conservacion de la estereoquimica) en el caso del primero y de
economia en el caso del segundo. Todos estos esquemas de proceso forman un aspecto adicional de la invencion.
Visto desde este aspecto, la invencion proporciona un proceso para la preparaciéon de un AMPSc 8-carbamoilado
como se ha descrito anteriormente, comprendiendo dicho proceso al menos una de las siguientes etapas:

a) hacer reaccionar adenosin 3',5'-fosforamidato ciclico 8-carbamoilado 2'-protegido con disulfuro de carbono y
desproteger el 2'-hidroxilo;

b) hacer reaccionar una adenosina 8-carbamoilada con SPCl; en un disolvente seco;
c) hacer reaccionar una adenosina 8-carbamoilada con un fosfito y a continuacién con azufre;

d) hacer reaccionar un 8-halo-AMPSc 2'-protegido con un agente de alquilacion vy, si se requiere, desproteger el
2'-hidroxilo;

e) transformar un AMPSc 8-carbamoilado en una sal del mismo;
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f)  hacer reaccionar un AMPSc 8-carbamoilado para efectuar la sustitucion de sililo en el oxigeno 2'; y
g) separar los isémero R, y Sp de una mezcla isomérica Ry/Sp de una AMPSc 8-carbamoilado o derivado del mismo.

La carbamoilacion en la posicién 8 de purina puede realizarse una manera particularmente facil usando un material
funcionalizado en la posicién 8. Una funcionalizacién conveniente en la posicién 8 en el heterociclo de purina puede
conseguirse mediante la introduccion de un atomo de bromo con una bromacién simple.

El sustituyente 8-carbilo en los compuestos de la invencién puede ser un donador de electrones o un grupo de retirada
de electrones segun se desee.

La adenosina se broma regioselectivamente en la posicion 8 mediante la adicion de bromo a una solucién acuosa
tamponada con NaOAc a temperatura ambiente. EIl AMPc puede bromarse de una manera similar, pero también esta
disponible en el mercado. Como alternativa, puede realizarse halogenacion en la posicion 8 por medio de las especies
litiadas correspondientes y la adiciéon de halégeno, en particular se ha usado el método para la bromacién y yodacion
de adenosina. En este caso, el sustrato fue adenosina totalmente protegida con sililo (TBDMS). La litiacion en la
posicion 8 se realizé6 con nBuLi en condiciones convencionales. Este enfoque puede ofrecer el mejor acceso a
derivados de 8-yodo.

Reacciones de carbamoilacion:

(i) Tanto a nivel de nucledsido como a nivel de nucleétido ciclico, puede realizarse carbamoilacion mediante
reacciones de acoplamiento cruzado catalizadas por metal de transicion. Los inventores han desarrollado una
metodologia util para la preparacion de una serie de reacciones catalizadas por paladio.

(i) A nivel del fosforamidato ciclico intermedio, puede realizarse carbamoilacién en la posicion 8 de purina mediante
reacciones de acoplamiento cruzado catalizadas por metal de transicion.

(ii) También puede realizarse carbamoilacion a nivel de acido fofotidénico ciclico. Preferentemente, el acido
fosforotioico existe en forma de un O-éster o un S-éster. Posteriormente, el éster puede escindirse en el derivado de
acido fosforotioico correspondiente.

En reacciones de acoplamiento cruzado, se ha realizado alquilaciéon simple en condiciones cataliticas de Pd, en
reacciones entre 8-Br-adenosina peracetilada y tetraalquil estananos. Un método mas conveniente para la sintesis de
nucledsidos de purina de alquilo inferior esta disponible mediante reaccién de acoplamiento cruzado catalizada por
paladio de nucleodsidos de halogenopurina con trialquilaluminios. Se realizaron tanto vinilacién como alilacién a partir
de los estananos adecuados usando catalizadores de Pd. La funciéon alquilo se introdujo mediante un derivado de
8-bromo que se acopl6 con los alquinos terminales usando catalizadores de Pd en presencia de yoduro de Cu (l) en
condiciones de Shonogashira.

Los siguientes esquemas de reaccion son ilustrativos - pueden usarse otros reactivos y productos finales o prepararse
de manera analoga.

Proceso |
Intermedios de amidato para tiilacion:
Preparacion de acidos adenosinfosforotidicos (Rp)-8-sustituidos

Metodologia general:

NH, ' : NH, NH,
NSy A Y NN
er—¢ || ' R"(" ) rR— ||
2 N ”/) Pd(0 i N ”'J cs ™ _<” ' ”'A
1 | 2
H-Foo\ o ————— W-Roeo) — — — s=Rromo
0 RM - [ o
TBDMSO TBDMSO . OH
' A-(S B-(5,) '
] P C-(Rp)
Esquema 1

En este método para la sintesis de los fosforotioatos C en el Esquema 1, los intermedios amidatos de AMPc son
esencialmente sustratos, AMPc se broma como se ha descrito para adenosina, o el compuesto de bromo se obtiene
comercialmente. La bibliografia describe un método para la preparaciéon de una mezcla diastereomérica de
fosforamidatos 3',5'-ciclicos (véase Stec, Acc. Chem. Res. 16:411-417 (1983) y Beres et al. J. Org. Chem.
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50:1271-1278 (1985)). La etapa inicial implica una reaccion de tipo Apple con Ph3P/CCl4 para proporcionar los cloruros
de fosforilo correspondientes. Aparentemente, existe un pequefio control estereoquimico durante la cloracién en el
atomo de fosforo. Por tanto, una mezcla diastereomérica de aniluros resulta después de la amidacion de los cloruros,
(véase Esquema 2). Los amidatos son moléculas neutras que son solubles en una diversidad de disolventes organicos
y pueden separarse en los diaestereoisdmeros puros por procedimientos cromatograficos o por cristalizaciones

fraccionadas.
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6j Ar = 3-piridinilo 75 %
6k Ar = fenilo 63 %
DMF NHF 61 Ar = 4-metoxifenilo 92 %
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T4Rp) 84Re)
g 8e Ar= 5-meti|r2-l'urilo 82 % B-(Re)

Ta Ar = 2-furilo 90 %
7b Ar = 2-tienilo 86 %
7c Ar = 3-furilo 80 %

8f Ar = 6-metoxi-2-furilo 82 %
8g Ar = 6-hidroximetil-2-furilo 69 %

9i Ar = N-metil-2-pirrolilo 84 %
9j Ar = 3-piridinilo 80 %

8h Ar = 2-benzofurilo 38 %

8i Ar = N-metil-2-pirrolilo 34 %
8j Ar = 3-piridinilo 34 %

8k Ar = fenilo 39 %

8l Ar = 4-metoxifenilo 42 %

7m Ar = 2-tiazolilo 53 %

Esquema 2

9k Ar = fneilo 75 %
91 Ar = 4-metoxifenilo 75 %
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NH, ) NH,

NH; Ny o
: v 4 N
A ar-—<N ) , OQ‘—{' W

N =
N
. a,_<' | .J n)égoct;:ll},_rggr N N 24uylSnBu, i N
E,' N N ] HM’P\(“;O o Pd{OAc);, PPh, Hn-Reo 0
~ 1) BnNH
. BugNHO” \00 S 89 ko 430 min DMF °
"ot TBOMSO 85°C,2.6h TBOMSO
TBDMSO
2 {Sp)10 07% {Sp}F11a 80%
Buli '
THE T2
789, 10 min] ?°C 30
NH,
Q N ~
G
g B AT
$—Peo— o
NH; O
oH
Ta<Rp) 74%
NH, ) . MH, ' NH;
" _ F F
N N RS N
A N () BuLl, 78 5C N
T e LT e e
e P4(OACK,PPhy * ] N )C32. - 79 0C 1] NT TN
Y o ‘ HN-Rro o ———————  Hs-o
%’/J 150 N;ﬂfc \o (I HC11,2 M \o S
136°C, 8 h '
TBOMSO TBDMSO TEDMSO
{5e )10 ' (Sp31Im 40% i (Reem
2 (0 NHaE iy M,
HH
. N . NH,
Ny \©_<N %
7 4 n
NaOH 0,1 M [
s e Nad®
2ol . MeOH e It
a g~ w0 o) @ S"P-"Q O
"o NHBu ©
OH OH
Esquema 2A (Fplom 61% (R.}8m 38%

O

NH, ﬂo _ NH,
O NN T ‘ o N '
N &l L\
» 44CH,CH,0COCHMe, XN
% i NN DMF ¢ N
@ §-Romo ta, 48 h -
EtHN O STV EC
' OH

12-(Rp} 40%

~N

@

N

Esquema 2b

En el procedimiento nuevo e inventivo de los inventores en el Esquema 2, AMPc-8-Br en forma de una sal de amonio
1 estd 2'-O-protegido con un grupo sililo voluminoso. TBDMS-CI es un reactivo conveniente y eficaz para este
propésito (TBDMS = terc-butil dimetil sililo). Posteriormente, el éter de sililo 2 se clora para formar la estructura 3.

El grupo sililo voluminoso también tiene una segunda funcién importante en la secuencia sintética. Permite que el
producto se precipite eficazmente después de la tiacion desde una mezcla de reaccion acuosa y es util en la
purificacion como se describe a continuacion. También podrian usarse otros grupos protectores con propiedades

similares.

En el método de cloracién, se ha usado con éxito cloruro de oxalilo junto con cantidades cataliticas de, o incluso un
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exceso de, DMF. El agente de cloracion de fésforo real es un derivado de cloro-imino intermedio que se genera in situ
a partir de cloruro de oxalilo y DMF. El estereémero de cloruro de fosforilo deseado 3 puede aislarse. El producto en
bruto, sin embargo, puede usarse en la etapa de amidacion posterior.

Pueden usarse para la aminaciéon diversas aminas primarias o aminas enmascaradas. Las aminas nucledfilas
reaccionan facilmente con el cloruro. Los amidatos, sin embargo, deben ser acidos suficientemente fuertes para una
extraccion del hidrégeno restante del grupo amino. Varias aminas aromaticas satisfarian el ultimo requerimiento. Los
inventores han seleccionados anilina para su trabajo. La reaccién con anilina puede realizarse en diclorometano en
frio. En estas condiciones, la reaccion es estereoespecifica ya que soélo se obtiene un estereoisémero de amidato 4 de
la mezcla de reaccion.

Los amidatos son moléculas neutras que se disuelven facilmente en varios disolventes organicos comunes. Por tanto,
estas moléculas son adecuadas para reacciones de carbamoilacién en la posicion 8. Varios metales de transicion
catalizaran este proceso. Los inventores han usado extensamente paladio en los sistemas de catalizador. En la
mayoria de los casos, se han usado condiciones de Stille con reactivos de estanilo en el tratamiento preliminar de los
inventores. Los rendimientos de los productos de acoplamiento cruzado son excelentes. Pueden usarse otros
reactivos organometalicos, por ejemplo compuestos de cinc y boro. El acoplamiento de un acido borénico en
condiciones de Suzuki se realiza de la misma manera que se muestra en el Esquema 3. Por tanto, estara disponible
una diversidad de derivados 8-sustituidos mediante esta metodologia.

NH
2 NH,
“'N . s g
(4 . N-
o~ | ©—< s, (I
; PdDAC), PPh, ﬁ Y PBuOK 5 ’ N/)
HN=Foo seeeeeee
\O'y B(OH), -R- s THF HS’P\‘O o)
d o) ta,3h re!
TBOMSO
@ Cs8,C0, TREMSO ‘ TBDMSO
44{Sp) 29% Pl 5d{Sp) 50% 6d-(Rp}
! DMF
NHF | i ta,5d
', NH,
T
o P
done)
Hs-Feo o
(o]
OH
Esquema 3
7d<(Rp)

Posteriormente, el derivado 8-bromo 4 y los amidatos 8-carbamoilados 5 y 11 en los Esquemas 2, 2a y 3 se titian. Se
ha recomendado la tiilacién por medio de disulfuro de carbono por desplazamiento de la amina. Lo inventores han
descubierto que con disulfuro de carbono en THF y terc-butdxido potasico como base, la tiacion a temperatura
ambiente requiere menos de 3 horas. Los fosforotioatos 6 se obtienen con rendimientos excelentes. La sustituciéon se
desarrolla estereoselectivamente con retencion de la configuracion en el atomo de fésforo. Sin embargo,
asignaciones configuracionales formales se cambian debido a las reglas de prioridad de nomenclatura. Este trabajo
conduce a la configuracion Rp en las moléculas diana de acido fosforotioico.

Ademas de la proteccion, la presencia de un grupo sililo voluminoso es muy importante para el aislamiento del
producto 6 debido a sus solubilidades relativas en los procesos de aislamiento y purificacion.

La desililacién del producto 6 se realiza con fluoruro de amonio en una solucién de DMF. La desililaciéon se realiza a
temperatura ambiente durante 5 dias, después de los cuales los productos diana 7 se aislan con un rendimiento
excelente. De este modo, se obtienen productos diana 8-carbamoilados, asi como los 8-bromo AMPSc. Cuando sea
deseable, los 8-bromo AMPSc pueden ser un sustrato para reacciones de acoplamiento cruzado después de
desproteccion de O o S en la funcién acida como se hace referencia en el Proceso IV.

La formacién de los amidatos (4 en el Esquema 2) de una manera estereoselectiva es una etapa importante en la
sintesis indicada en esta seccion. El hidrégeno de admidato de anilina es suficientemente acido para permitir una
extraccion facil (por ejemplo, con una base de alcéxido) para la tiacion posterior. Sin embargo, también puede
conseguirse una tiacion eficaz y estereoselectiva cuando se usa una amina alifatica o alifatica sustituida (por ejemplo,
bencilamina) en lugar de anilina para la formacién de amidato. En este caso, se usa una base fuerte (por ejemplo,
butillitio) para la desprotonacion (véase, por ejemplo, el Esquema 2A).

Cuando se usan aminas alifaticas o sustituidas (tales como bencilamina), ademas, puede realizarse 8-carbamoilacion

8
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ventajosamente usando compuestos de organocinc, especialmente aquellos en los el grupo organico es un heterociclo
pequefio, en particular, uno unido en un carbono adyacente a un heteroatomo del anillo, por ejemplo, en conjunto con
un catalizador de paladio. En general, cuando debe unirse un grupo ciclico a la posicion 8, se prefiere que los atomos

adyacentes al sitio de union del carbono del anillo estén sin sustituir.
Proceso Il

Tiacion mediante reacciones de cierre de anillo:

Se ha sintetizado (Rp)-AMPSc enzimaticamente a partir del nucledsido 5'-O-(1-tiotrifosfato) correspondiente. No se
usaron técnicas enzimaticas en los Ejemplos de mas adelante, pero proporcionarian un procedimiento alternativo.

En una sintesis quimica, se tratdé N-benzoil-adenosina sin proteccion de O con bis(p-n

10 piridina. El producto, 5'-bis(p-nitrofenil)fosforotioato de adenosina, se ciclé posterio

separaron por cromatografia.

NH, _

=N
$=PCl ‘ NJ

OP(OR)3
ta,1,5h

KOH 0,08 M

———————— T ——
MeCN al 60 %
80 °C,1-3 min

50 %
relacién de isémeres
11

HO

Esquema 4

La sintesis de nucledsido-3',5'-fosforotioato ciclico por ciclotiofosforilacién de nucledsidos
tricloruro de tiosfosforilo (Esquema 4). La fosforilacion inicial tiene lugar presumibleme
azucar. Se recomiendan fosfatos de trialquilo como disolventes. Los productos se han cic

15

del compuesto precursor 10 en el Esquema 4 no portan ningun sustituyente en la posicio

20

los 3',5'-fosforotioatos ciclicos deseados, pero en forma de una mezcla estereoquimica.

25 mediante esta metodologia mostrada en el Esquema 5.

itrofenil)fosforoclorotioato en
rmente en DMF seca con
terc-butdxido potasico como base. Después de desbloquear con amoniaco acuoso conc., los diastereémeros se

5
]

- P"‘O

no protegidos se efecttua con
nte en el grupo 5-OH en el
lado directamente a una alta
disolucién con hidroxido alcalino en acetonitrilo acuoso para dar los nucledsidos-3',5'-fosforotioatos ciclicos AMPc
diastereoméricos en una relacion 1:1 que tienen que separarse por técnicas cromatograficas. Los diaestereoisomeros

n 8.

En la presente invencion, las adenosinas 8 se han convertido en (Rp)-adenosina-8-sustituida-3',5'-fosforotioatos
ciclicos 7 como se indica en el Esquema 6. Los inventores han desarrollado un método que libera casi exclusivamente
La reaccioén es limpia a este
respecto cuando se efectuan tiofosforilacion y ciclacion en piridina seca en frio. Pueden aislarse ambos
estereoisdbmeros en un estado puro después de una separacion cromatografica. El derivado de 8-fenilo 7e se prepard

Cuando fueran deseables, estarian disponibles derivados de (Sp) AMPSc de una manera similar.

NH, (i) § = PCl: N A
@ _<,N O 52°C, 10 mim @_« | ‘j
N N';] co (ii) _r:laon-t:zo_l_d 'HO\F N N
Hgo ; 0 ' 2 rapidamente solido .a; \00 O
OH OH
tfe Te

Esquema 5

El descubrimiento de que la piridina y disolventes similares deben secarse especialmen

te representa una invencion
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puesto que la reaccion de ciclacion en estas condiciones se mejora mucho tanto en selectividad como en rendimiento.

NH,
N (i) s =PCls
N piridina
R—<f i OP(OR};
» N'J HO
{1} MOH-H,0 B
HO- M\ 0 g¥
HC

7a R = 2-furilo

7b R = 2-tienilo

7c R = 3-furilo

7d R = 3-tienilo

7e R=Ph

7f R = 3-piridinilo
N" 79 R = 4-piridinilo
7Th R = Me
7TiR=Et

7j R = 1-etoxivinilo

7k R = acetilo

Solucidén 71 R = 1-hidroxietilo

OH _ _
17 T<Rp)

Esquema 6

Para el trabajo del Proceso Il y el Proceso lll, los inventores han preparado un gran ndmero de nucleodsidos
8-carbamoilados. Los intermedios de nucledsido se ciclaron de forma rutinaria usando cloruro de tiofosforilo. Las
5 reacciones de carbamoilacion de adenosinas se resumen en el Esquema 6.

Para la carbamoilacion de nucleésidos en el Esquema 7, se usé el derivado 8-bromo 11 de adenosina. La proteccion
de los grupos hidroxilo del azucar fue tanto por acetilacion para proporcionar el sustrato triacetilado 12 como por
sililacén para proporcionar el sustrato trisililado 13. Se usaron varios sistemas de catalidores de Pd para la reaccién de
acoplamiento cruzado. Las condiciones de reaccion tuvieron que variarse. En el Esquema 7 se dan algunas de las

10 mejores condiciones de los inventores para la preparacion de los compuestos 14 - 16. Se usaron condiciones de Stille
para la preparacion de los productos de acoplamiento cruzado 14, mientras que se realizé metilacion (15a) a partir de
trimetilaluminio en condiciones de Negishi. También se usaron las mismas condiciones para preparar el derivado del
2-furilo 15b con el mismo rendimiento que el obtenido en las condiciones de Stille, que proporcioné el mismo
compuesto numerado como 14b.

NH, NH, NH,
N Y] N N
Br—(’ | /) Pd,dbay"CHCly R~—-</ J R__</ | J
N N TFP, BusSnR* K;00q N N/
AcO A O MeOH, ta.
AcO DMF AcO oo HOSQAOS = e ato3 %
12 68% R = 2-furilo al 90 %
Ohc Qhc OH
14aR=Phal 93 % 17
14b R = 2-furilo al 87 % R=Phald8 %
14c R = 3-furilo al 86 % R = 2-furilo al 57 %
14d R = 2-tienilo al 80 % R = 3-furilo al 72 %
14e R = 1'-Me-2-pirrolilo 77 % R = 2-tienilo al 60 %
quo lI:_!I\fIAF 14f R =_Et 57 "A_: . R=Etal52 %
piridina, ta 14g R = 1-etoxivinilo 76 % R = 1-etoxivinilo al 95 %
Pd(PPhglq NH,
NH, NH Moshl NH;
2 TBAF A
_(/u TBOMS-C) ° _(N NS R—( J
Br |m|dazol gr—t’ Pdadba; CHCly gR— |l
BusSn(2-furil P
N ) D —< ) - i N NJ HO-\ O
HO-\ © THOMSO HO g
TBOMSO
HO " TBDMSO! TBOMSO OH
OH TBDMSG 12 2% TBOMSO
. 15aR=Me al 98 % R = Me 93%
15b = 14b R = 2-furilo al 87 % R = 2-furyl 0%
Pd(PPh,), '
C;:CD: RB(CH),
di /H0 .
loxanol NHZ ) NHQ
N TBAF —<N | TN
THF, ta. [/
’a : R
R—< ) N N/’I
HO™\ 0
TBDMSO
TBDMSO HO %/
TBDMSO OH 17
. R=Ph
16a=5a R = Ph 89 % R = 3-tienilo al 84 %
16b R = 3-tienilo 86 % R = 3-piridinilo al 64 %
inil .
16d R = 4-piridinilo al 58 % 17a = 2-furilo 17g R = 4-piridinilo
17b R = 2-tienilo 17h R = 1-Me-2-pirrolilo
17¢ R = 3-furilo 17iR = Me
17d R = 3-tienilo 17jR=Et
17¢ R=Ph .17k R = 1-etoxivinilo
17f R = 3-piridinilo
BusSnR para R = Et se sustituy6 con EtsSn
15 Esquema 7 o
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También se siguieron correctamente reacciones a partir de acidos borénicos en las condiciones de Suzuki para formar
los compuestos 16 con altos rendimientos. El compuesto de fenilo 16a se obtuvo con aproximadamente el mismo
rendimiento que 14a en las condiciones de Stille. Posteriormente, se prepararon las adenosinas 8-sustituidas en
condiciones hidroliticas a partir de los ésteres 14, y mediante destilacion con fluoruro de tetrabutilamonio a partir de los
silil éteres 15y 16. Todas las reacciones se realizaron satisfactoriamente.

NH; : . NH, NH,
Et0 N B Q N = HO N e
— j Hel 1 m 3¢ )N NaBH, > )N
—_——— s o
N™ N dioxano/H;0, ta Me N N THF, MeOH, ta Me N7 N
HO 4] HO ol . HO ]
Ho:\\') Ho'%) HO
. - OH ' OH OH
17K 171 R = acetilo al 87 % 17m R = 1-hidroximetilo al 59 %
Esquema 8

El Esquema 8 muestra la preparacion de adenosinas que portan un grupo oxo y un grupo hidroxilo en el carbono a en
el sustituyente 8. El material de partida fue la 8-(a-etoxietenil)adenosina 17k acoplada de forma cruzada. Las
condiciones levemente acidas escindieron la funcion vinil éter con formacion del derivado de acetilo 171 con alto
rendimiento. Una reduccién de borohidruro sédico posterior dio el derivado de hidroxilo correspondiente 17m. No se
observd estereoselectividad en el carbono del alcohol epimérico. No se hicieron intentos de separar los
estereoisdbmeros presentes en cantidades iguales.

Proceso lll
Enfoque de Fosfito P (lll):

Los nucledsidos 8-carbamoilados 17 y sus derivados en los Esquemas 7 y 8 son sustratos adecuados para el Proceso
lll, asi como para el Proceso Il (véase mas arriba). Hasta ahora, los inventores han demostrado el principio para el
Proceso lll mediante la preparacion de los acidos fosfotioicos precursores 19. Se indican analogos 8-carbamoilados
mediante el sustituyente 8-R en el sustrato 9 que se muestra en el Esquema 9.

NH, NH, NH,
N x MeOP(NiPr2) N ~N A ~N
R_-</ | N 0,5 equiv., tetiazzol <’ | J </ i /l
J OMe N N o N N7
NT N DMF i |=!' o
HO o] 60 °C, 15 min w0 o ' MeO™ %O O
HO o] [o)
OH - (Spr 18-ciz OH {Rp)- 1B-trans OH
© BR=H

rendimiento aprox. 80 %. Relacion 18-(Sp):18-(Rp) 2:3

(i) Sz (i) Ss

h, ta 8 h, ta
NH, NH,
Rendimiento aislado 12 % N N
¢ ) ¢ I
CI’MB N N ﬁ N N
P P
-~ O O . ~ = [w)
CHAN MeO™ N
oM OH
18-(Rp) (trans) 18-( 5¢) (cis)

rendimiento aprox. 60 %. Relacion 19-(Rp):19-(Sp) 2:3
Esquema 9

Se haran reaccionar reactivos de fésforo trivalente par formar fosfitos ciclicos. Para asegurar la 3',5'-ciclofosfitilacion
regioselectiva, se requiere un ataque inicial de un reactivo de fésforo (lll) bifuncional sobre el grupo 5'-hidroxi primario.
Por tanto, los mejores reactivos tendrian una voluminosidad estérica considerable. De acuerdo con la bibliografia,
puede convertirse 2'O-metiladenosina en 2'O-metil-cis-adenosina-3',5'-metil monofosfito ciclico en reacciones con bis
(N,N-diisopropilamino)metoxifosfina. La reacciéon se promueve con 1H-tetrazol. Se forman ésteres cis- y
trans-ciclofosfito. A temperatura elevada, el diasteredmero trans se invierte para dar el isémero cis.
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Cada isémero por separado, o en forma de una mezcla, puede posteriormente titiarse con azufre. La adicién oxidativa
de azufre sucede en el sitio de los pares solitarios de electrones en el atomo de fésforo con retencién de la
configuracion relativa en el atomo de fésforo. La tiacion oxidativa se realiza en una mezcla estereoisomérica o en un
estereoisdmero puro. En este ultimo enfoque, se requiere una separacién adicional de los esteredmeros de acido
fosforico.

Los inventores han descubierto que la fosfitilacion puede realizarse bien igualmente en la adenosina no protegida. El
primer producto que se formé fue una mezcla de fosfitos cis (RMN *'P & 123) y trans (RMN *'P & 129). La mezcla se
equilibré hacia el isémero cis sin pérdida de material. Se descubrié que mas cantidad de 1H-tetrazol aceleraba la
transformacion isomérica. Posteriormente, cada isdmero por separado, o en forma de una mezcla, se titié6 con azufre.
La adiciéon oxidativa de azufre sucede en el sitio de los pares solitarios de electrones en el atomo de fosforo con
retencion de la configuracion relativa en el atomo de fosforo. En el ejemplo descrito en el presente documento, la
tiacion oxidativa se realizé en una mezcla de los diaestereoisomeros de fosfato. En este caso, los diasteredmeros de
acido fosforotioico se separaron por cromatografia.

Proceso IV
Carbamoilaciones

Pueden realizarse carbamoilaciones por reacciones de acoplamiento cruzado en el nivel de acido fosfororioico final
como se indica en el Esquema 10. El sustrato porta un grupo saliente en la posicion 8 de purina. Se ilustra una
secuencia de reaccion para el derivado de 2'-OTBDMS-8-bromo 20 que esta disponible mediante reacciones que se
han mostrado en los esquemas anteriores, tanto como un estereoisémero puro, como en forma de una mezcla de
diastereoisémeros que necesita separarse en estereoisémeros puros después de que se haya realizado la reaccion de
carbamoilacion.

Tanto el atomo de S como el de O del acido tiofosférico se protegen para proporcionar el S-éster 21 o el O-éster
correspondiente. Como se muestra en el Esquema 11, el S-éster 21 se acopla de manera cruzada en condiciones de
Stille o Suzuki, o se somete a modificaciones alternativas usadas en reacciones de acoplamiento cruzado, para
proporcionar el producto 8-carbamoilado 22. Este ultimo puede desprotegerse para del el acido tioico 6, y ademas para
dar el compuesto diana 7. Pueden realizarse de forma similar reacciones de acoplamiento en sustratos con un grupo
2'-OH libre, la secuencia 23 — 25, y ademas en el compuesto diana 7.

12
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N Pd(OAc), PPh,
DMF

NHZ NH.: NHQ
L N TN N L N
N s
or—( | e— |l B—¢ |l
o L] .
3 Y N/I oK ] N "{J R™ 0 N N/)
—~Pe -
HN—'{-0 Hs—’P'—o 16 = Fa~
THF L) Q B RIS~ '-0-\ 0O
© ta,3h Q a9e O
TBOMSO TBDMSO TBDMSO
4-(Sp) R! = Alq., etc.
P 204Rp) 21-{Re)
Suzuki RSnBu,
PA{OAC);, PPhy PHORCk: PR | pye ag0c
R(BOH), Cs200s 1-2h
dioxano-H20
95°C,45h
NH; NH,  NH,
2 N =N N RS N <=
N N
a— | rR—¢ i rR— ]|
-
ﬁ N N/’ _ ﬁ N N/) — ﬂ N N"/)
—~Pe P
HSv O\ 0 Hs—Fro—\p rR's—K-0\ o
o \o ‘ 0
- OH TBDMSO TBOMSO
234Re) &-(Rp) 224{Rp)
NH, NH; _ NH,
N R - N NN
rR—¢ ||
N .N/)

N

Br—<“'r I /}[

9 NT N RSMBuy

r's—Rrom o
T o

OH

24-(Rp)

Esquema 10

T NT N 1
DMF, 85°C . R's—F-0— o Hs—Rg-0\ o
" 12h o° . ‘ @

e

___-.0

CH
74Re)

OH
26-{Re)

Como se ha mencionado anteriormente, puede ser deseable usar los compuestos de la invenciéon en forma de un
profarmaco. Tipicamente, tales profarmacos pueden producirse por S-alquilacion y a continuacion se exponen dos
esquemas de reaccion para S-alquilacion como Esquemas 11y 12. Los Esquemas 11 y 12 describen la reaccion del
fosforotioato con un haluro de alquilo, o0 mas especificamente un carboxilato de haloalquilo.

NH;

Gﬂ'(Rp}

Esquema 11

NH,

PVOCH,CI f 8§ N oy

Nel 2 /l
D 0 NT SN

ta, 48 h 0 i)
,_Bu_,( s-—R CO\0
o—t
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25

- NH;
N PivOCH,CI
YT ) e
N N’J MeOH
(8] .

> sf'P\‘.c;O reflujo, 6 r;
OH f-Bu)Lo/l @_«
TodRe y Sp, 1) 2-(Re- y Sp, 1) y () N N/J
Bu 04,"\30 Q
20% OH
Esquema 12 ' 274{Sp}

Varios de los intermedios en los esquemas de proceso descritos anteriormente son nuevos y forman por si mismos
aspectos adicionales.

Los compuestos de AMPSc 8-sustituidos hidréfilos de la invencion se purifican preferentemente por transformacion en
sus sales de trialquilamonio solubles (por ejemplo, tributilamonio), seguido de cromatografia ultrarrapida, por ejemplo
sobre gel de silice. Tales sales de alquilamonio pueden prepararse mezclando las sales de amonio con una
alquilamina y retirando por evaporacién amoniaco. Después, el producto resultante puede, si se desea, transformarse
en una forma de sal alternativa, por ejemplo forma de sal sddica, antes de su uso.

Las condiciones y reactivos usados en estos procesos son Unicamente ejemplares. También pueden usarse otros
reactivos, disolventes y condiciones de reaccion, especialmente cuando estos procesos se realizan industrialmente
para producir productos farmacéuticos. Un quimico experto con formacién en quimica de desarrollo mejorara de forma
rutinaria estos procesos mediante la seleccion de condiciones, reactivos y disolventes centrandose en: costes,
seguridad, riesgo, toxicidad, entorno y aspectos reguladores.

Por tanto, vista desde un aspecto adicional, la invencién proporciona un adenosin fosforamidato 3',5'-ciclico
8-carbamoilado en la configuracion Sp. La invenciéon también proporciona un adenosin 3',5'-fosforotioato ciclico
8-carbamoilado-2*-protegido (por ejemplo, sililado) en la configuracion Rp. Ambos tienen sustituyentes en 8 como se
ha definido anteriormente para el compuesto de AMPSc 8-carbilo sustituido.

Vista desde otro aspecto, la invencion proporciona un 8-halo (y preferiblemente 2'-protegido (por ejemplo, sililado))
adenosin fosforamidato 3',5-ciclico en la configuracion Sp, en el que el grupo amino de fosforamidato comprende un
atomo de hidrégeno.

Visto desde un aspecto adicional, la invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un AMPSc
8 carbamoilado como se ha describe en el presente documento junto con transportador o receptor fisiolégicamente
tolerable.

La composicion de la invencion puede tener cualquier forma de administracion conveniente, por ejemplo, comprimido,
capsula, polvo, jarabe, pulverizacion, solucion, dispersion, supositorio, etc. El agente activo se administrara con un
transportador o excipiente adecuado, por ejemplo, un disolvente (tal como agua para inyecciones), diluyentes,
estabilizantes, modificadores de viscosidad, modificadores de pH, aromas, saporiferos, antioxidantes, etc. y la
composicion puede prepararse de manera convencional.

Visto desde otro aspecto adicional la invencion proporciona un adenosin 3',5'-fosforotioato ciclico 8-carbamoilado
como se describe en este documento para uso como un medicamento y un adenosin 3',5'- fosforotioato ciclico
8-carbamoilado como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento de enfermedades
neoplasicas, inmunodeficiencias e infecciones virales.

Visto desde un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un AMPSc 8-carbamoilado de acuerdo con la
invencion para la preparacion de un medicamento para su uso en el tratamiento de enfermedades neoplasicas,
inmunodeficiencias e infecciones virales, especialmente infeccion por VIH.
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La dosificacion del AMPSc 8-carbamoilado o derivado dependera de la naturaleza de la afeccion que vaya a tratarse
asi como del tamafio, sexo y especie del receptor. En general dosis diarias para sujetos humanos en particular seran
del orden de 0,01 a 100 mg/kg de peso corporal. La administracion es preferentemente por via oral o iv.

Debido a sus propiedades antagonistas de AMPc, el AMPSc 8-carbamoilado de la invencion puede utilizarse en
ensayos de unién competitiva para AMPc, por ejemplo, en muestras bioldgicas. Un ensayo de este tipo se describe en
el documento WO 2004/027074. En dichos ensayos, el AMPSc 8-carbamoilado se marca preferentemente (por
ejemplo, radiomarcado o marcado con croméforos) y puede unirse al sustrato convenientemente.

Por tanto visto desde un aspecto adicional, la invencion proporciona un método de ensayo para determinar el AMPc en
una muestra, generalmente una muestra bioldgica, cuyo método implica poner en contacto dicha muestra con un
analogo de AMPc y un reactive de union a AMPc, caracterizado por que dicho analogo es un AMPSc 8-carbamoilado
como se describe en este documento.

La invencién puede aplicarse a otros nucleétidos de purina distintos de adenosina, en particular guanosina y analogos
de guanosina y adenosina incluyendo sus analogos di- y tri-aza, por ejemplo, los analogos di- y tri-aza anulares (por
ejemplo imidazopiridinas anuladas, bencimidazol y pirrolopirimidinas y pirrolopiridinas anuladas) tales como
1-deazapurina, 3-deazapurina, 7-deazapurina y 1,3-deazapurina y en aspectos adicionales de la invencion las
definiciones y ensefianzas experimentales contenidas en este documento pueden aplicarse cambiando lo que haya
que cambiar a dichos otros nucleétidos de purina que por supuesto pueden sustituirse en otras posiciones del
esqueleto analogamente al AMPSc 8-carbamoilado descrito anteriormente. Dichos fosforotioatos 3’-5’ ciclicos de
purina no adenosina 8-carbamoilados pueden utilizarse terapéuticamente en aplicaciones aplicables a los nucleétidos
particulares, por ejemplo, para el tratamiento de infecciones por virus, inmunodeficiencias y enfermedades
neoplasicas.

Los presentes antagonistas/agonistas de AMPc pueden utilizarse en combinacién con otros farmacos que tienen un
efecto sobre el sistema inmunitario.

Combinaciones de los presentes antagonistas/agonistas de AMPc con otros farmacos pueden ser Utiles para el
tratamiento de infecciones por VIH y enfermedades neoplasicas.

Un reactivo clave en la preparacién de muchos de los compuestos de acuerdo con la invencion es 8-Br-AMPc. Hasta
ahora, informes en la bibliografia solamente se refieren a preparaciones a pequefia escala (por ejemplo, <100 mg) de
este material utilizando diluciones diluidas (0,1 M) de AMPc en un medio de acido acético/acetato. Intentos para utilizar
condiciones de dilucién similares en trabajos a gran escala dieron como resultado problemas debido a los grandes
volumenes de disolvente requerido. Se ha descubierto ahora que el procedimiento puede mejorar utilizando soluciones
concentradas de AMPc con un tampdn concentrado para recuperar el HBr que se produce durante la reaccion del
AMPc con bromo. Utilizando soluciones de AMPc concentrado, también se consigue un beneficio doble- la proporcion
del producto 8-Br-AMPc que se precipita segun se forma se optimiza (facilitando la recogida del producto) y el material
de partida AMPc (H) contribuye al sistema tampodn. Por tanto, por ejemplo, el AMPc (H) 0,2 M y el acetato sodico 0,4 M
crean un sistema tampoén equivalente a NaOAc/AcOH 0,2 M con un pH que durante la brominacidon permanece estable
a aproximadamente 4,7.

El 8-Br-AMPc puede prepararse utilizando un proceso que comprende hacer reaccionar el AMPc con bromo en una
soluciéon tamponada (preferentemente acuosa), hacer reaccionar con un agente reductor (por ejemplo, sulfito de sodio)
para eliminar el exceso de bromo, recoger el 8-Br-AMPc producido y opcionalmente eliminar el bromo libre del
8-Br-AMPc recogido, en el que el AMPc se usa en forma de solucidon concentrada (por ejemplo, de 0,15 a 0,6 M,
preferiblemente de 0,16 M a 0,3 M, especialmente de 0,17 a 0,25 M) y el tampdn (por ejemplo, un tampdén acetato) se
concentra suficientemente para mantener un pH de solucién que esta en intervalo de 3,5 a 5,5, especialmente de 4 a 5.
En este proceso, preferentemente el bromo se afiade lentamente y el agente reductor también se afiade después
lentamente. Este proceso se ilustra mas adelante en el Ejemplo 47.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes Ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1
Sal tributilamonio de 8-bromo-2'0-(terc-butildimetilsilil)adenosin-3',5'-fosfato ciclico (2)

Se afiadi6 TBDMS-CI (2,72 g, 18 mmol) a una solucién de sal tributilamonio de 8-bromo-AMPc (1) (7,0 g, 11,8 mmol) e
imidazol (2,45 g, 36 mmol) en DMF (30 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 50 °C durante 48 h en una
atmosfera de argon. El disolvente se retird a presion reducida, el producto en bruto se suspendié en agua (150 ml) y se
afadié HCI 1,2 M (76 ml). El precipitado se retiré por filtracion, se lavo con agua y se seco al vacio. El acido se
suspendié en MeOH (80 ml) y se afadié BusN (5 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 h, el
disolvente se retird por destilacion y el producto se secd al vacio; rendimiento 6,50 g (78 %) de un sélido de color
blanco. RMN "H (DMSO-ds, 300 MHz): 5 0,01 (3H, s, Si-CH3), 0,03 (3H, s, Si-CHs), 0,83 (9H, s, Si-t-Bu), 0,87 (9H, t),
1,28 (6H, m), 1,53 (6H, m), 2,79 (6H, m), 3,90 (2H, m), 4,11 (1H, m), 5,02 (2H, m), 7,53 (2H, s, NH>), 8,15 (1H, s, H-2).
RMN "°C (DMSO-ds, 75 MHz): 8 -5,3, -4,7, 13,6, 18,0, 19,6, 25,6, 25,7, 51,9, 65,4, 72,3, 72,4, 76,2, 94,3, 119,2, 126,5,
150,0, 153,2, 155,0. RMN 3p (CDCls, 81 MHz): 5 -1,36. HRMS (Electronebulizacion): lones negativos encontrados: M
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520,0427. Calc. 520,0422.
Ejemplo 2
(Sp)8-Bromadenosin-2'0-(fcert-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4)

Una solucién de sal tributilamonio de 8-bromadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosfato ciclico (2) (500 mg, 0,71
mmol) en CH;Cl» (7 ml) se afiadié gota a gota a una solucion de cloruro de oxalilo (0,24 ml, 2,8 mmol) y DMF (1 gota)
en CHyCIz (15 ml) a 0 °C. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min antes de retirar el disolvente al
vacio. El producto en bruto se disolvié de nuevo en CH,Cl, (20 ml) y se afiadié gota a gota anilina (0,5 ml, 4,26 mmol)
a 0°C, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se evaporo y el residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida usando CH,Cl.:MeOH (3:97 y 5:95) para la elusion; rendimiento 125 mg (29 %)
de un sélido de color blanco. RMN "H (DMSO-ds/300 MHz): 6 -0,09 (3H, s, Si- CH3), 0,02 (3H, s, Si-CHs), 0,79 (9H, s,
Si-t-Bu), 4,4 (2H, m), 4,65 (1H, m), 5,12 (1H, d), 5,52 (1H, m), 5,92 (1H, s), 6,93 (1H, t), 7,10 (2H, d), 7,20 (2H, t), 7,56
(2H, s, NHy), 8,23 (1H, s, H-2), 8,55 (1H, d, Ar-NH). RMN "°C (DMSO-ds, 75 MHz): 5 -5,2 - 5,0, 17,8, 24,9, 68,2, 70,4,
72,3,76,1,92,9,117,7, 118,5, 121,8, 128,9, 135,9, 139,5, 149,7, 153,4, 155,1. RMN *'P (DMSO-ds, 81 MHz): & 2,28.

Ejemplo 3
(Sp)8-(2-Furil)adenosin-2' O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5a)

Una solucion de Pd(OAc); (99 mg, 0,37 mmol) y PPhs (253 mg, 0,81 mmol) en DMF (15 ml) se agit6 a 50 °C durante 15
min antes de afiadir tri-n-butil(2-furil)estanano (1,4 ml, 4,4 mmol). Después de esto, se afiadié una solucion de (Sp)
8-bromadenosin-2'0O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (2,2 g, 3,7 mmol) en DMF (10 ml). La
mezcla se agité a 80 °C durante 1 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
usando CH,Cl:MeOH 3:97 y 5:95 como eluyente; rendimiento 1,93 g (90 %) de un sdlido de color blanco. RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz): 5 -0,14 (3H, s, Si-CHzs), -0,11 (3H, s, Si-CHs), 0,70 (9H, s, Si-t-Bu), 4,4 - 4,5 (2H, m), 4,65 (1H,
dm), 5,19 (1H, d), 5,65 (1H, m), 6,31 (1H, s), 6,77 (1H, dd), 6,93 (1H, t), 7,1 - 7,2 (5H, m), 7,58 (2H, s a), 8,00 (1H, d),
8,27 (1H, s), 8,56 (1H, d). RMN C (DMSO-ds, 75 MHz): 5 -5,6, -5,0, 17,7, 25,3, 68,3, 70,2, 72,4, 76,3, 93,6, 112,3,
113,9, 118,45, 121,8, 128,9, 139,6, 140,3, 143,2, 145,6, 149,8, 153,4, 156,1. RMN *'P (CDCl3, 81 MHz): & 3,06.

HRMS (Electronebulizacion, TOF EN) - iones positivos: M 585,2023, Calc. 585,2041.
Ejemplo 4
(Sp)8-(2-Tienil)adenosin-2' O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5b)

Una solucién de Pd(OAc)2 (117 mg, 0,44 mmol) y PPhs (299 mg, 0,96 mmol) en DMF (15 ml) se agit6 a 50 °C durante
30 min antes de anadir tri-n-butil(2-tienil)estanano (2,2 ml, 6,8 mmol). Después de esto, se afadié una solucion de
(Sp)8-bromadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (2,72 g, 4,6 mmol) en DMF (10 ml).
La mezcla se agitd a 85 °C durante 1 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando CH>Cl:MeOH 3:97 y 5:95 como eluyente; rendimiento 1,91 g (71 %) de un sélido de color
blanco. RMN 'H (DMSO-de, 200 MHz): 5-0,18 (3H, s, Si- CH3), -0,17 (3H, s, Si-CHs), 0,63 (9H, s, Si-t-Bu), 4,4 - 4,5 (2H,
m), 4,69 (1H, dm), 5,23 (1H, d), 5,55 (1H, m), 5,97 (1H, s), 6,93 (1H, 1), 7,0 - 7,2 (4H, m), 7,31 (1H, dd), 7,55 (3H, m a),
7,90 (1H, dd), 8,26 (1H, s), 8,56 (1H, d). RMN "°C (DMSO-ds, 50 MHz): 5 -5,6, -5,0, 17,7, 25,3, 68,3, 70,2, 71,9, 76,5,
93,6, 118,3, 118,5, 118,7, 121,8, 128,3, 128,9, 129,4, 129,7, 130,6, 139,5, 143,9, 150,1, 153,3, 155,9. RMN *'P
(DMSO-ds, 81 MHz): 6 2,41.

Ejemplo 5
(Sp)8-(3-Furil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)}-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5c)

Una solucion de Pd(OAc); (133 mg, 0,50 mmol) y PPhs (342 mg, 1,1 mmol) en DMF (20 ml) se agité a 50 °C durante 30
min antes de afadir tri-n-butil(3-furil)estanano (2,67 g, 7,5 mmol). Después de esto, se afiadié una solucion de
(Sp)8-bromadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (3,00 g, 5,0 mmol) en DMF (10 ml).
La mezcla se agitd a 85 °C durante 2 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida
usando CH,Cl:MeOH 3:97 y 5:95 como eluyente; rendimiento 2,70 g (92 %) de un sélido de color blanco. RMN 'H
(DMSO-ds, 200 MHz): & -0,16 (s, 3H, Si-CHzs), -0,14 (3H, s, Si-CHs), 0,66 (9H, s, Si-t-Bu), 4,4 - 4,5 (2H, m), 4,65 (1H,
dm), 5,26 (1H, d), 5,44 (1H, m), 5,86 (1H, s), 6,9- 7,0 (2H, m), 7,0 - 7,2 (4H, m), 7,48 (2H, s a), 7,96 (1H, t), 8,24 (1H, s),
8,29 (1H, s), 8,57 (1H, d). RMN C (DMSO-ds, 50 MHz): 5 -5,5, -5,0, 17,7, 25,3, 68,3, 70,0, 71,8, 76,5, 93,4, 110,4,
114,9, 1184, 118,5, 118,7, 121,8, 128,9, 139,5, 143,2, 143,5, 145,0, 149,9, 153,1, 155,9. RMN *'P (DMSO-dj, 81
MHz): 5 2,43.

Ejemplo 6
(Sp)8-(3-Tienil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5d)

Una solucion de Pd(OAc); (0,008 g, 0,03 mmol) y PPh3(0,02 g, 0,07 mmol) en dioxano (3 ml), se lavo abundantemente
en una atmosfera de argon. La mezcla se agité a 50 °C durante 25 min, momento en el que la mezcla de reaccion se
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habia vuelto de color rojizo-pardo. Se afadid una solucion de (Sp)8-bromadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-
3',5"-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,10 g, 0,17 mmol), acido 3-tiofenoboroénico (0,03 g, 0,25 mmol) y Cs,CO3 (0,16 g,
0,50 mmol) en agua. La temperatura se elevo a 95 °C, se agitd durante 4,5 h. La solucion resultante se enfrio, se diluyo
con THF (15 ml) y se lavé con NaHCO3 saturado (10 ml). La fase organica se separé y se secé con MgSOs. El filirado
se evapord a sequedad a presion reducida y el producto se aislé del material residual después de cromatografia
ultrarrapida usando MeOH al 3 % en EtOAc; rendimiento 50 % de un sdlido de color castafio. RMN H: (300 MHz,
DMSO-dg); 6-0,18 (6H, s, 2 x SiCH3), 0,63 (9H, s, 3 x SiCCH3), 4,39 - 4,73 (3H, m), 5,16 (1H, d, J = 5,2 Hz), 5,53 - 5,58
(1H, m), 5,86 (1H, s), 6,91 - 7,23 (5H, m, Ph-H), 7,46 (1H, dd, J 1,2 Hz, J'= 5,0 Hz, H-4"), 7,50 (2H, s, NHy), 7,85 (1H,
dd, J 2,9 Hz, J'= 5,0 Hz, H-5"), 8,04 (1H, dd, J 1,2 Hz, J'= 2,9 Hz, H-2"), 8,2 6 (1H, s, H-2), 8,56 (1H, d, J 8,9 Hz,
NH-Ph).

Ejemplo 7
(Rp)-8-(2-Furil)adenosin-2" O-(terc-butildimetilsilil)-3',5-acido fosfotioico ciclico (6a)

Una solucion 1,0 M de t-BuOK en THF (3,6 ml, 3,6 mmol) se afiadié a una solucion de (Sp)8-(2-furil)adenosin-2'
O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5a) (1,51 g, 2,6 mmol) en THF (30 ml) a temperatura
ambiente. La mezcla se agitd durante 1 h a esta temperatura antes de afadir CS; (0,47 ml, 7,8 mmol) y la mezcla se
agitd durante 3 h mas a temperatura ambiente. El volumen del disolvente se redujo a aproximadamente 10 ml antes de
afiadir hexano (90 ml). Se formé un precipitado y se recogié por filtracion, se suspendié en agua (55 ml) y se afadio
HCI 1,2 M (9 ml). El producto se recogi6 por filtracion, se lavo con agua y se seco; rendimiento 1,23 g (91 %) de un
sélido de color castafio claro. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & -0,03 (3H, s, Si- CHs), 0,04 (3H, s, Si-CHs), 0,79 (9H, s,
Si-t-Bu), 4,0 - 4,5 (3H, m), 5,06 (1H, d), 5,34 (1H, m), 6,21 (1H, s), 6,79 (1H, c), 7,18 (1H, d), 8,02 (1H, s, ), 8,2 (2H, s a),
8,33 (1H, s). RMN "°C (DMSO-ds, 75 MHz): & -5,4, -4,6, 17,9, 25,5, 67,7, 71,1, 72,8, 75,9, 93,2, 112,4, 114,4, 1191,
141,3, 142,8, 146,0, 149,4, 150,2, 153,7. RMN *'P (DMSO-ds, 81 MHz): 5 58,4. HRMS (electronebulizacion): M
526,1326. Calc. para CxoH2sNsOsPSSi: 526,1339.

Ejemplo 8
(Rp)-8-(2-Tienil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6b)

Una solucion 1,0 M de ¢BuOK en THF (3,8 ml, 3,8 mmol) se afiadi6 a una solucion de
(Sp)8-(2-tienil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-ciclic N-fenilfosforamidato (5b) (1,87 g, 3,1 mmol) en THF (35
ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 h antes de afiadir CS; (0,57 ml, 9,5 mmol) y la mezcla se
agitd durante 3 h mas a temperatura ambiente. El volumen del disolvente se redujo a aproximadamente 10 ml antes de
afadir hexano (90 ml). Se formé un precipitado y se recogioé por filtracion, se suspendié en agua (55 ml) y se afadio
HCI 1,2 M (10 ml). El producto se recogio por filtracién, se lavé con agua y se sec6; rendimiento 1,54 g (91 %) de un
sélido de color castafio claro. RMN "H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 -0,07 (3H, s, Si-CHj3), 0,03 (3H, s, Si-CHs), 0,73 (9H, s,
Si-t-Bug, 4,1-4,5(3H, m), 5,13 (1H, d), 5,28 (1H, m), 5,92 .(1H,. s), 7,31 (1H, ¢), 7,60 (1H, d), 7,94 (1H, d), 8,37 (1H, s).
RMN "°C (DMSO-ds, 75 MHz): & -5,3, -4,5, 17,8, 25,5, 67,5, 71,2, 72,5, 76,0, 93,3, 118,9, 128,4, 128,6, 129,4, 129,8,
131,0, 145,2, 149,8, 153,4. RMN *'P (DMSO-d¢, 81 MHz): 5 58,18.

Ejemplo 9
(Rp)-8-(3-Furil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6¢)

Una solucion 1,0 M de {BuOK en THF (53 ml, 53 mmol) se afiadi6 a una solucion de
(Sp)8-(3-furil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5c) (2,58 g, 4,4 mmol) en THF (35
ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agit6é durante 1 h antes de afiadir CS; (0,80 ml, 13,3 mmol) y la mezcla se
agité durante 3 h mas a temperatura ambiente. El volumen del disolvente se redujo a aproximadamente 10 ml antes de
afiadir hexano (90 ml). Se formé un precipitado y se recogié por filtracion, se suspendié en agua (55 ml) y se afiadié
HCI 1,2 M (10 ml). El producto se recogio por filtracién, se lavé con agua y se sec6; rendimiento 1,95 g (84 %) de un
sélido de color castafio claro. RMN "H (DMSO-ds, 300 MHz): 6 -0,057 (3H, s, Si-CHs), 0,033 (3H, s, Si-CHs), 0,76 (9H,
s, Si-t-Bu), 4,1 - 4,5 (3H, m), 5,13 (1H, d), 5,20 (1H, m), 5,81 (1H, s), 6,90 (1H, d), 7,97 (1H, d), 8,29 (1H, s), 8,37 (1H,
s). RMN "°C (DMSO-dg, 75 MHz): & -5,3, - 4,5, 17,9, 25,5, 67,5, 71,0, 72,3, 76,0, 93,1, 110,4, 114,6, 118,8, 143,8,
144,7, 1451, 149,5, 152,0, 153,2. RMN *'P (DMSO-ds, 81 MHz): 5 58,08.

Ejemplo 10
Sal amonio de (R)-8-(2-Furil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7a)

Una solucion de (Rp)-8-(2-furil)adenosin-2" O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6a) (1,15 g, 2,7
mmol) y NH4F (225 mg, 6,0 mmol) en DMF (10 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 5 dias. Posteriormente, se
afadié TMSOMe (1 ml) y la agitacion continud durante 24 h. El disolvente se retir6é por destilacion a presion reducida,
el producto en bruto se suspendié en MeOH (10 ml) y se afiadié Et,O (80 ml). El sélido de color castafio claro se retird
por filtracion y se secd; rendimiento 847 mg (90 %). RMN "H (DMSO-ds, 300 MHz): & 4,0 - 4,2 (4H, m), 5,03 (1H, d),
5,14 (1H, m), 6,02 (1H, s), 6,76 (1H, dd), 7,13 (1H, d), 8,01 (1H, d), 8,21 (1H, s). RMN "*C (DMSO-ds, 75 MHz): 5 66,2,
75,3,76,9, 75,4, 92,8, 112,3, 113,8, 118,9, 141,2, 143,1, 145,8, 149,8, 152,7, 155,6. RMN *'P (DMSO-ds, 81 MHz): &
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54,3. HRMS (Electronebulizacién, TOF EN)- iones negativos: M 410,0330, Calc. 410,0329,
Ejemplo 11
Sal amonio de (R)-8-(2-tienil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7b)

Una solucion de (Rp)-8-(2-tienil) adenosin-2' O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6b) (1,33 g, 2,5
mmol) y NHsF (281 mg, 7,5 mmol) en DMF (15 ml) se agit6é a temperatura ambiente durante 5 dias. Posteriormente,
TMSOMe (1 ml) se afadio y la agitacion continué durante 24 h. El disolvente se retirdé por destilacion a presion
reducida, el producto en bruto se suspendié en MeOH (10 ml) y se afiadié Et,O (80 ml). El solido de color castafio claro
se retird por filtracion y seco; rendimiento 934 mg (86 %) de un sélido de color castafio claro. RMN 'H (CD;OD, 200
MHz): 6 4,2 - 4,4 (3H, m), 5,20 (1H, d), 5,5 (1H, m), 6,00 (1H, s), 7,27 (1H, dd), 7,69 (1H, d), 7,75 (1H, d), 8,21 (1H, s).
RMN "*C (CDsOD, 75 MHz): 5 68,5, 72,6, 73,2, 77,8, 94,2, 120,0, 129,3, 131,1, 131,2, 147,1, 151,8, 154,0, 156,8. RMN
¥p (CD50D, 81 MHz): & 58,0.

Ejemplo 12
Sal amonio de (R;)-8-(3-Furil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7¢)

Una solucién de (Rp)-8-(3-furil)adenosin-2'0O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6¢) (1,9 g, 3,6 mmol)
y NH4F (404 mg, 10,8 mmol) en DMF (20 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 5 dias. Posteriormente, se
afadié TMSOMe (1 ml) y la agitacion continud durante 24 h. El disolvente se retir6é por destilacion a presion reducida,
el producto en bruto se suspendié en MeOH (10 ml) y se afiadio Et,O (80 ml). El sélido de color castafio claro se retird
por filtracion y se seco; rendimiento 1,38 g (89 %) de un solido de color castario claro. RMN "H (CDsOD, 300 MHz): 9]
4,2-4.4 (3H, m), 5,24 (1H, d), 5,42 (1H, m), 5,88 (1H, s), 6,89 (1H, d), 7,69 (1H, t), 8,11 (1H, s), 8,18 (1H, s). RMN "°C
gCDe,OD, 75 MHz): 5 68,5, 72,4, 73,1, 77,7, 93,9, 111,3, 116,4, 119,9, 144,9, 145,8, 146,7, 151,4, 153,0, 156,2. RMN
'P (DMSO-ds, 81 MHz): 5 54,3.

Ejemplo 13
(Rp)-8-Feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7e)

Se seco 8-feniladenosina (17¢e) (0,343 g, 1 mmol) mediante destilacion azeotropica repetida con piridina y después se
disolvié en piridina (10 ml) que se acababa de destilar de hidruro de calcio en una atmoésfera de gas argon con
agitacion continua. Se afiadié cloruro de tiofosforilo (0,169 g, 1 mmol) en THF seco (2 ml) a la solucién de piridina
anterior en una atmdsfera de argon a -12 °C durante 10 min. La mezcla se agité a -12 °C durante 15 min antes de
afadir la mezcla de reaccion a una solucién en agitacion vigorosa de hidroxido sédico (0,240 g, 6 mmol) en agua (40
ml) a 60 °C y después de esto se vertié rapidamente sobre hielo seco picado. Cuando hubo cesado el desprendimiento
de didxido de carbono, los disolventes se retiraron por destilacion a presion reducida. No se dej6 durante la destilacion
que la temperatura del bafio excediera 35 °C. El residuo sélido se lavé repetidamente con éter dietilico, se extrajo en
metanol (5 ml), la mezcla se filtré y el filtrado se afiadié lentamente con agitacion vigorosa a THF (100 ml). La filtracion
a través de Celite y la evaporacion del filtrado a presion reducida dejaron un material sélido. El producto fue una
mezcla 1:1 de los diastereoisdomeros (Ry)- y (Sp)8-feniladenosin-3',5'-fosforotioicos ciclicos. Los isémeros se separaron
cromatograficamente, momento en el que la mezcla se sometié a cromatografia preparativa de fase inversa sobre una
columna de gel de silice funcionalizada C18 usando como eluyente agua:metanol:acido férmico 80:20:0,5. Datos
fisicos para el compuesto del titulo: EM (Electronebulizacion; IEN negativa, m/z): 863,1 (8 %, 2 M+Na-2 H), 420
(100 %, M-1) 210,1 (35 %). RMN *'P (CD;0D) (sal de sodio): 57,8 ppm. El isémero (Sp)8-feniladenosin-3',5-acido
fosforotioico ciclico (7e) esta disponible de forma similar después de la separacion de HPLC.

Ejemplo 14
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-bromoadenosina (12)

Se afiadié gota a gota anhidrido acético (5,66 ml, 60 mmol) a una soluciéon de 8-bromoadenosina (11) (3,46 g, 10
mmol) en piridina (50 ml), seguido de DMAP (1 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 h. La
reaccion se interrumpié mediante la adicion de metanol (10 ml). La solucién se evapord a sequedad a presion
reducida, el material residual se disolvio en acetato de etilo (250 ml), la solucién se agité con NaHCO3 (100 ml), agua (3
x 50 ml), se secd (MgS0,) y la solucién se concentro a presion reducida. El producto fue un sélido; rendimiento 3,21 g,
(68 %).

Ejemplo 15
2',3',5-Tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-bromoadenosina (13)

Se afadio TBDMS-CI (2,30 g, 15,0 mmol) a una solucién de 8-bromoadenosina (11) (1,32 g, 3,82 mmol) e imidazol
(2,08 g, 30,5 mmol) en DMF (15 ml) y la solucién se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Se afadié NH4Cl
acuoso saturado (35 ml) y la mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 40 ml). Los extractos organicos se lavaron con agua (2
x 15 ml), se secaron (MgSO.) y se evaporaron para proporcionar el compuesto del titulo; rendimiento 2,16 g (82 %).
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Ejemplo 16
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-feniladenosina (14a)

Se disolvieron 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-bromoadenosina (12) (0,89 g, 1,88 mmol), TFP (0,17 g, 0,75 mmol) y
Pd.dbas-CHCI;3 (0,10 g, 0,10 mmol) en DMF (14 ml) en una atmdsfera de argén y la solucion se calentd a 50 °C,
momento en el que se afadio gota a gota BusSnPh (0,61 ml, 1,88 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a 110 °C
durante 20 h y se evapor6 a sequedad a presion reducida. El producto se aislé del material residual después de
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 0,75 g (85 %). HRMS: M
469,1581. Calc. para C22H23NsO7: 469,1597. EM (El): M 469 (M, 12 %), 259 (25), 212 (27), 211 (68), 139 (40), 104 (9),
97 (18), 43 (100).

Ejemplo 17
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-(2-furil)adenosina (14b)

Se afiadi6 2-(tributilestanil)furano (12) (1,52 ml, 4,84 mmol) a una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-bromoadenosina
(1,90 g, 4,03 mmol), TFP (0,37 g, 1,61 mmol) y Pd>dbas-CDCIs (0,21 g, 0,20 mmol) en DMF (30 ml) en una atmdsfera
de argon a 50 °C. La mezcla de reaccion se calentd a 110 °C durante una noche, la solucién se evapor6 a presion
reducida y el material del titulo se aislé del material residual después de cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando EtOAc:MeOH, 99:1; rendimiento 1,61 g (87 %). HRMS: M 458,1402. Calc. para CH2IN5Os: 459,1390. EM
(El): 460 (M, 5 %), 459 (21), 259 (19), 202 (25), 201 (100), 174 (9), 157 (6), 139 (35), 97 (19), 43 (59).

Ejemplo 18
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-(3-furil)adenosina (14c)

Se afadié gota a gota 3-tributilestanilfurano (1,36 g, 3,81 mmol) a temperatura ambiente a una solucion de 2',3',5'-
tris-(O-acetil)-8-bromadenosina (12) (1,50 g, 3,18 mmol), TFP (0,30 g, 1,27 mmol) y Pd2dbas-CHCI3; (0,16 g, 0,16
mmol) en DMF (22,5 ml) en una atmdsfera de argon a 50 °C. La temperatura se elevd a 110 °C y la mezcla de reaccion
se agitdé durante una noche a esta temperatura. El disolvente se retird a presion reducida y el material residual se
sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 1,25 g (86 %). HRMS:
M 459,1384. Calc. para C2oH2INsOg: 459,1390. RMN "H: (300 MHz, CDCls); 5 1,97/2,01/2,08 (9H, s, 3 x COCHs), 4,26
- 4,48 (3H, m, H-5', C-4"), 5,97 - 6,02 (2H, m, H-1', H-3'), 6,31 (2H, s, NH.), 6,58 (1H, dd, J 4,4 Hz, J'5,8 Hz, H-2'), 6,81
- 6,82 (1H, m, furil-H), 7,53 - 7,54 (1H, m, furil-H), 7,93 - 7,94 (1H, m, furil-H), 8,27 (1H, s, H- 2). RMN "°C: (75 MHz,
CDCls): 6 20,4/20,46/2,5 (3 x COCH3), 62,8 (C-5'), 70,7/71,9/80,1/87,4 (C-2', C-3', C-1', C-4'), 110,7/115,3 (C-4", C-3"),
119,5 (C-5), 143,3/144,0/145,0/150,5/152,7/155,3 (C-2", C-5", C-8, C-6, C-2, C-4), 169,3/169,4/170,5 (3 x COCH3). EM
(El): 460 (M, 6 %), 459 (28), 260 (6), 259 (54), 202 (34), 201 (100), 139 (81), 97 (39), 43 (92).

Ejemplo 19
2',3',5 '-Tris-(O-acetil)-8-(2-tienil) adenosina (14d)

Se afadi6 gota a gota 2-(tributilestanil)tiofeno (0,40 ml, 1,27 mmol) a una solucién de 2'3'5'-tris-(O-
acetil)-8-bromoadenosina (12) (0,50 g, 1,06 mmol), TFP (0,10 g, 0,42 mmol) y Pd.dbas-CHCI3 (0,05 g, 0,05 mmol) en
DMF (9 ml) en una atmésfera de argdén a 50 °C. La mezcla resultante se calenté a 110 °C con agitacion durante una
noche. La mezcla se evapor6 a sequedad a presion reducida y el compuesto del titulo se aisld6 después de
cromatografia ultrarrapida del material residual usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento > 80 %. HRMS: M 475,1158.
Calc. para CxoH21Ns07S: 475,1162. EM (El): 476 (M, 3 %), 475 (14), 260 (7), 259 (31), 219 (6), 218 (20), 217 (100), 190
(7), 157 (9), 139 (42), 97 (21).

Ejemplo 20
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-(1-metil-2-pirrolil)adenosina (14€)

Se enjuagaron 2',2',5'-tris-(O-acetil)-8-bromoadenosina (12) (1,50 g, 3,18 mmol), tris(2-furil)fosfina (0,29 g, 1,27 mmol)
y Pd.>dbas-CHCI; (0,16 g, 0,16 mmol) en una atmdsfera de argon y se disolvieron en DMF (10 ml). La mezcla se calentd
a 50 °C, se afnadio 1-metil-2-(tributilestafio)pirrol (1,41 g, 3,81 mmol) y la solucién se calentd a 110 °C durante una
noche. El disolvente se retird a presion reducida y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel
de silice usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 1,15 g (77 %). HRMS: M 472,1716. Calc. para C21H24NgO7: 472 .
1706. RMN "°C: (75 MHz, CDCl3); 5 20,4/20,5/20,7 COCHs), 35,6 (NCH3), 63,0 (C-5' ), 70,6/72,2 (C-2', C-3'), 79,7
(C-4"), 87,7 (C-1"), 108,3/114,3 (C-3", C-4"), 119,7/120,2 (C-5, C-2"), 126,9 (C-5"), 144,7 (C-8), 150,3 (C-4), 152,6
(C-2), 155,0 (C-6), 169,3/169,5/170,6 (3 x CO). EM (El): M 473 (9 %), 472 (40), 215 (17), 214 (100)/213 (35), 139 (21),
97 (10).

Ejemplo 21
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-etiladenosina (14f)
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Se afiadié gota a gota Et4Sn (0,84 ml, 4,24 mmol) a una solucién de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-bromoadenosina (12) (1,0
g, 2,12 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,24 g, 0,21 mmol) en NMP (25 ml) en una atmdésfera de argén a temperatura ambiente. La
mezcla se calenté a 130 °C y la mezcla se calent a esta temperatura durante 20 h. Se afadié EtOAc (100 ml) a la
mezcla de reaccion fria, la solucién se lavé con agua (4 x 50 ml) y NaCl ac. saturado (50 ml). La solucién organica se
seco (MgSO0.), los disolventes se retiraron por destilacion y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando MeOH al 10 % en CHzCly; rendimiento 0,51 g (57 %). HRMS: M 421,1585. Calc. para
C1sH2sNsO7: 421,1597. RMN "H: (300 MHz, CDCl3); 5 1,36 (3H, t, J 7,5 Hz, CH2CHa), 1,98/2,03/2,09 (3 x 3H, s,
COCHa), 2,77 - 2,78 (1H, m, H-3' 0 H-4")/ 2,83 - 2,90 (2H, m, CH2CHz), 4,28 - 4,48 (3H, m, H-5', H-4' 0 H-3', 5,87 - 5,93
(3H, m, NHz, H-2' 0 H-1'), 6,25 - 6,29 (1H, m, H-1' o H-2"), 8,22 (1H, s, H-2). RMN °C: (75 MHz, CDCl3); & 11,7
(CH2CHBs), 20,4/20,5/20,6 (3 x COCH3), 21,2 (CH2CH3), 63,0 (C-5'), 70,5/72,3 (C-2', C-3'), 79,9/86,6 (C-4', C-1"), 118,7
(C-5), 150,7/152,2/153,8/154,7 (C-8, C-4, C-2, C-6), 169,4/169,4/170,5 (3 x CO). EM (El): 421 (11), 362 (23), 259 (53),
192 (33), 164 (53), 163 (45), 139 (86), 97 (42), 43 (100).

Ejemplo 22
2',3',5-Tris-(O-acetil)-8-(1-etoxivinil)adenosina (14 g)

Se afiadié gota a gota (1-etoxivinil)tributilestafio (0,60 ml, 1,78 mmol) a una solucion de 2'3'5'-tris-(O-
acetil)-8-bromoadenosina (12) (0,70 g, 1,48 mmol), TFP (0,14 g, 0,59 mmol) y Pd>dbas-CHCI; (0,08 g, 0,07 mmol) DMF
(14 ml) en una atmosfera de argon a 50 °C. La mezcla de reaccion se agitd a 80 °C durante 17 h. La mezcla de
reaccion se evaporo a sequedad a presion reducida y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 0,52 g (76 %) de un sdlido de color blanco.

Ejemplo 23
2',3',5' -Tris- (O-terc-butildimetilsilil)-8-metiladenosina (15a)

Se afadi6 gota a gota AlMes (2 M en tolueno, 0,44 ml, 0,87 mmol) a una solucién de
8-bromo-2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)adenosina (13) (0,30 g, 0,44 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,03 g, 0,02 mmol) en THF
(5 ml) en una atmosfera de argéon. La mezcla se calenté a 70 °C durante 4 h, momento en el que el analisis de TLC
mostré que la reaccion se habia completado. La solucion se evapord a presion reducida y el producto se aislo después
de cromatografia ultrarrapida del material residual sobre gel de silice usando MeOH al 10 % en CH2Cly; rendimiento
0,27 g (> 98 %).

Ejemplo 24
2',3',5-Tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-(2-furil)adenosina (15b)

Una solucion de 8-bromo-2',3',5'-tris-O-(terc-butildimetilsilil)adenosina (13) (3,44 g, 5,0 mmol), Pd.dbas-CHCI3 (65 mg,
0,063 mmol), tri(2-furil)fosfina (115 mg, 0,5 mmol) y 2-tributilestanilfurano (1,9 ml, 6,0 mmol) en NMP (25 ml) se calent6
a 80 °C durante 25 h. Se afadié EtOAc (300 ml) a la mezcla de reaccion fria, la solucion se agitdé con agua (3 x 50 ml),
la solucion organica se secé (MgSQOa), se evaporé y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre
gel de silice usando EtOAc:hexano, inicialmente 1:4, después 1:2. El producto fue un solido de color blanco;
rendimiento 2,94 g (87 %). RMN H (CDCls, 200 MHz): & -0,39 (3H, s, CHs-Si), -0,11 (3H, s, CHs-Si), - 0,07 (3H, s,
CHs-Si), -0,02 (3H, s, CHs-Si), 0,13 (3H, s, CH3-Si), 0,71 (9H, s, t-Bu-Si), 0,80 (9H, s, t-Bu-Si), 0,92 (9H, s, t-Bu-Si), 3,70
(1H, c), 4,0 - 4,1 (2H, m), 4,62 (1H, dd), 5,60 (1H, dd), 6,20 (1H, d), 6,5 (3H, m), 7,08 (1H, d), 7,60 (1H, d), 8,24 (1H, s,
H-2). RMN "*C (CDCls, 50 MHz): & -5,6, -5,5, -5,2, -4,7, -4,60 y - 4,58 (SiCHz), 17,8, 18,0y 18,2 (C en t-Bu), 25,6, 25,7
y 25,8 (CHs en t-Bu), 62,3, 72,0, 72,2, 85,1, 89,1, 111,7, 113,8, 120,0, 143,3, 143,4, 144,7, 150,6, 152,4, 155,6,

Ejemplo 25
2',3',5-Tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-feniladenosina (16a)

Se afiadieron acido fenilborénico (0,09 g, 0,76 mmol) y Cs,CO3 (0,49 g, 1,53 mmol) a una solucion de 2',3',5'-tris-
(O-terc-butildimetilsilil)-8-bromoadenosina (13) (0,35 g, 0,51 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,06 g, 0,05 mmol) en dioxano (5 ml)
en una atmosfera de argon a temperatura ambiente. La mezcla se calenté a 100 °C, se afiadié agua hasta que se hubo
disuelto todo el Cs,CO3 y la solucién se calento a reflujo durante una noche. Se afadié EtOAc (15 ml) a la mezcla de
reaccion fria que posteriormente se agité con agua (10 ml). La soluciéon organica se sec6 (MgSOs), se evaporo y el
compuesto del titulo se aislé del material residual después de cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 0,31 g (89 %). RMN H: (300 MHz, CDClIs); 6 -0,42/-0,12/0,04/0,05/0,09/0,11 (18H, s,
3 x Si(CHs).), 0,69/0,87/0,88 (27H, s, 3 x SiC(CHBa)3), 3,75 (1H, dd, J 4,7 Hz, J'10,6 Hz, H-5'), 3,98 - 4,02 (1H, m, H-4"),
4,12 (1H, dd, J 8,2 Hz, J'10,6 Hz, H-5"), 4,51 (1H, dd, J 2,1 Hz, J'4,3 Hz, H- 3'), 5,61 (1H, dd, J4,3 Hz, J'6,6 Hz, H-2'),
5,96 (1H, d, J6,6 Hz, H-1"), 6,06 (2H, s, NH>), 7,46 - 7,51 (3H, m, H-3", H-4", H-5"), 7,76 - 7,79 (2H, m, H-2", H- 6"), 8,35
(1, s, H-2). RMN C: (75 MHz, CDCl); & -5,5/-5,4/-5,3/-4,7/-4,4 (3 x Si(CH3)2)/ 17,8/18,0/18,3 (3 x SiC(CHa)s),
25,7/25,8/25,9 (3 x SiC(CHs)3), 61,7 (C-5"), 71,7/72,5 (C-2, C-3), 85,5/88,6 (C-4', C-1), 119,9 (C-5),
128,7/129,1/129,8/130,3 (fenilo), 150,9/151,9/153,1/155,1 (C-6, C-8, C-2, C-4).
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Ejemplo 26
2',3',5-Tris-(Oterc-butildimetilsilil)-8-(3-tienil)adenosina (16b)

Se afiadieron acido 3-tiofenoborénico (0,14 g, 1,09 mmol) y Cs;COs3 (0,71 g, 2,18 mmol) a una solucion de
2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-bromoadenosina (13) (0,50 g, 0,73 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,08 g, 0,07 mmol) en
dioxano (7 ml) en una atmosfera de argon. La mezcla se calentd a 100 °C y se afiadié agua (1 ml) para disolver todo el
Cs2COs. La solucion se calent6 a reflujo durante una noche, se enfrié a temperatura ambiente y se afiadio EtOAc (20
ml). La solucién se agité con agua (15 ml), se secd (MgSO.) y se evaporo a presion reducida. El producto se aislé del
material residual después de cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 0,43 g
(86 %). HRMS: M 691,3425. Calc. para Cs2Hs/NsO4SSis: 691,3439. RMN 'H: (CDCls, 300 MHz); & -0,39/-0,11/-
0,01/0,002/0,12/0,13/0,70/0,84/0,91 (45 H, s, 3 x Si(CH3)2(CHs)3), 3,74 (1H, dd, J 4,0 Hz, J' 10,2 Hz, H- 5'), 4,00 - 4,11
(2H, m, H-5', H-4"), 4,60 (1H, dd, J 2,7 Hz, J'4,3 Hz, H-3'), 5,58 (1H, dd, J4,3 Hz, J'6,0 Hz, H-2'), 5,88 (2H, s, NH.), 6,03
(1H, d, J6,0 Hz, H- 1"), 7,43 (1H, dd, J 2,9 Hz, J'5,0 Hz, H-5"), 7,54 (1H, dd, J 1,2 Hz, J'5,0 Hz, H-4"), 7,90 (1H, dd, J
1,2 Hz, J' 2,9 Hz, H-2"). RMN C: (CDCls, 75 MHz); 5- 5,5/-5,4/-5,2/-4,7/-4,6/-4,5 (6 x SiCHs), 17,9/18,0/18,3 (3 x
SiCCHs), 25,7/25,8/25,8 (9 x SiCCHs), 62,5 (C-5"), 72,0/72,3 (C-2', C-3'), 85,2/88,7 (C-1', C-4"), 119,8 (C-5),
126,6/127,9/128,4/130,0 (C-2", C-3", C-4", C-5"), 148,6/150,8/152,2/155,2 (C-8, C-4, C-2, C-6). EM (EIl): 691 (M,
0,6 %), 636 (26), 624 (100), 374 (25), 147 (15), 89 (21), 73 (91).

Ejemplo 27
2',3',5-Tris-O-(terc-butildimetilsilil)-8-(3-piridinil)adenosina (16c)

Se afiadieron acido piridin-3-borénico (0,59 g, 0,48 mmol) y Cs;COs3 (3,11 g, 9,57 mmol) a una soluciéon de
2',3',5'-tris-O-(terc-butildimetilsilil)-8-bromoadenosina (13) (2,20 g, 3,19 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,37 g, 0,32 mmol) en
dioxano (50 ml) en una atmoésfera de argon. Se afiadié agua (10 ml) para disolver toda el Cs,COs. La solucion se
calento a reflujo durante una noche. Se afiadio EtOAc (200 ml) a la mezcla de reaccion fria, la solucion resultante se
agitdé con agua (100 ml), la soluciéon organica se secé (MgSOs), se evapord y el material residual se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando EtOAc:MeOH 99:1; rendimiento 1,76 g (80 %). HR-IEN: M+H
687,3900. Calc. para Ca3HssNsO4Sis + H: 687,3900. RMN "H: (300 MHz, CDCl3); 5 -0,41/- 0,12/0,01/0,02/0,09/0,11 (18
H, s, 3 x Si(CHa)2), 0,67/0,85/0,86 (27 H, s, 3 x SiC(CH3)3), 3,71 - 4,12 (3H, m, H-5', H-3' 0 H-4'), 4,53 - 4,55 (1H, m, H-4'
o H-3", 5,61 - 5,65 (1H, m, H-2'), 5,81 (1H, d, J 6,3 Hz, H-1"), 6,02 (2H, s, NH>), 7,38 - 7,42 (1H, m, H-5'), 8,09 - 8,12
(1H, m, H-4"), 8,30 (1H, s, H-2), 8,73 - 8,75 (1H, m, H-6"), 9,04 - 9,05 (1H, m, H-2"). RMN "°C: (75 MHz, CDCl);
0-5,5/-5,4/-5,3/-4,7/-4,6/-4,5 (3 x Si(CH3)2), 17,2/18,0/18,3 (3 x SiC), 25,6/25,8/25,8 (3 x SiC(CHs)3), 62,5 (C-5"), 71,7
/72,4 (C-2', C-3'), 85,5/88,9 (C-4', C-1"), 120,1/123,1/125,7/136,9/14 9,9/150,4/151,0/151,1/152,6/15 5,6 (C-5, C-5",
C-3", C4", C-6, C-8, C-6", C-2", C-2, C-4).

Ejemplo 28
2',3',5-Tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-(4- piridinil)adenosina (16d)

Una solucién de acido piridin-4-borénico (0,27 g, 2,18 mmol) y Cs,CO3 (1,42 g, 4,35 mmol) en agua (11 ml) se afiadio
a una solucioén de 2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-bromoadenosina (13) (1,0 g, 1,45 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,17 g,
0,15 mmol) en dioxano (25 ml) y la mezcla de reaccion se calenté a 100 °C durante una noche. Se afiadio EtOAc (80
ml) a la mezcla de reaccion fria y la mezcla resultante se agité con agua (50 ml). La solucion fria (MgSQ4) se evaporo
y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando EtOAc:MeOH 99:1;
rendimiento 0,58 g (58 %). HR-IEN: M+H 687,3883. Calc. para Cs3HssNgO4Siz + H: 687,3900. RMN H: (300 MHz,
CDCl3); 6 -0,43/-0,12/0,02/0,04/0,09/0,11 (18 H, s, 3 x Si(CHz)2), 0,67/0,86/0,87 (27 H, s, 3 x SiC(CHa) 3), 3,72 - 3,76
(1H, m, H-5'), 4,02 - 4,13 (2H, m, H-4' 0 H-3' y H-5'), 4,49 - 4,51 (1H, m, H-3" o H-4'), 5,61 - 5,65 (1H, m, H-2"), 5,92 (1H,
d, J6,6 Hz, H-1"), 6,08 (2H, s, NHp), 7,71 - 7,73 (2H, m, H-2" y H-6"), 8,30 (1H, s, H-2), 8,75 - 8,77 (2H, m, H-3" y H-5").
RMN 'C: (75 MHz, CDCls); & -5,5/-5,4/-5,3/-4,7/- 4,5 (3 x Si(CHa)2), 17,8/17,9/18,3 (3 x SiC), 25,6/25,7/25,8 (3 x
SiC(CHa)s), 62,5 (C-5"), 71,6/72,4 (C-2', C-3'), 85,7/88,6 (C-4', C-1"), 120,1/123,7/136,9/150,3/151,1/152,9/155,7 (C-5,
Cc-5", C-3", C-6, C-8, C-6", C-2", C-2, C-4, C-1").

Ejemplo 29

8-(2-Furil)adenosina (17a) (hidrdlisis de éster)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-(2- furil)adenosina (14b) (1,39 g, 3,03 mmol) y K.CO3 (0,14 g, 1,01 mmol) en
MeOH (50 ml) se agité a temperatura ambiente durante una noche. Se afiadié Gel de Silice a la solucién, la suspension
se agitd y se evaporo a sequedad y el material residual se aplico sobre la parte superior de una columna con gel de

silice para cromatografia ultrarrapida. La columna se desarroll6 con MeOH al 15 % en CH.Cly; rendimiento 0,68 g
(67 %).

Ejemplo 30

8-(2-Furil)adenosina (17a) (desililacion)
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Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)- 8-(2-furil)adenosina (15b) (2,78 g, 4,1 mmol) y TBAF x 3 H20 (5,30
g, 16,8 mmol) en THF (70 ml) se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El disolvente se retird por destilacion y el
producto se purificd por cromatografia ultrarrapida usando MeOH:CH.ClI; 1:9, y el producto se trituré con una pequefia
cantidad de MeOH; rendimiento 1,24 g (90 %) de un sdlido de color castario claro. RMN "H (DMSO-dg, 200 MHz): & 3,5
3,6 (1H, m), 3,70 (1H, dt), 3,99 (1H, m), 4,20 (1H, m), 5,0 - 5,2 (2H, m), 5,45 (1H, d), 6,76 (1H, c), 7,13 (1H, dd), 7,56
(2H, s a, NHy), 8,00 (1H, d), 8,14 (1H, s, H-2). RMN "°C (DMSO-ds, 50 MHz): & 62,2, 71,0, 71,6, 86,7, 89,3, 112,1,
113,9, 119,4, 141,5, 143,2, 145,5, 149,6, 152,3, 156,2.

Ejemplo 31
8-(2-Tienil)adenosina (17b)

Una solucién de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-(2-tienil)adenosina (14d) y K2CO3 en MeOH se agit6é a temperatura ambiente
durante una noche, se evapor6 a sequedad a presion reducida y el compuesto del titulo se aisld del material residual
después de cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 10 % en CHCly; rendimiento > 60 %.
HRMS: M 349,0832. Calc. para C14H15N50,S: 349,0845. RMN "H: (300 MHz, DMSO-ds); & 3,51 - 3,73 (2H, m, H-5'),
3,98 - 3,99 (1H, m, H-4'), 4,19 - 4,20 (1H, m, H-3'), 5,16 - 5,21 (2H, m, H-2', 3-OH), 5,53 (1H, d, J 6,3 Hz, 2'-OH), 5,80
(1H, dd, J 3,4 Hz, J' 8,9 Hz, 5'-OH), 6,00 (1H, d, J 7,0 Hz, H-1"), 7,28 (1H, dd, J 3,7 Hz, 5,0 Hz, H-4"), 7,51 §2H, s, NHy),
7,65 (1H, dd, J 0,9 Hz, J'3,7 Hz, H- 3"), 7,8 6 (1H, dd, J 0,9 Hz, J'5,0 Hz, H-5" ), 8,14 (1H, s, H-2). RMN °C: (75 MHz,
DMSO-dg); & 62 .2 (C-5"), 71,1 /71,4 (C-2', C-3'), 86,77 (C-4"), 89,2 (C-1"), 119,2 (C-5), 128,2/129,9/130,0 (C-3", C-4",
C-5"), 130,7 (C-2"), 145,0 (C-8), 150,0 (C-4), 152,2 (C-2), 156,0 (C-6). EM (EI): 350 (M, 0,3 %), 349 (4), 260 (6), 219
(6), 218 (20), 217 (100), 190 (14), 110 (10).

Ejemplo 32
8-(3-Furil)adenosina (17c)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-(3-furil)adenosina (14c) (0,95 g, 2,07 mmol) y K2COs3 (0,10 g, 0,69 mmol) en
MeOH (35 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante una noche. Se afiadié gel de silice, la suspension se agito y el
disolvente se retird por evaporacion a presion reducida. El material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando MeOH al 15 % en CH.Cly; rendimiento 0,50 g (72 %). HR-IEN: M+H 350,0902. Calc. para
C14H1sNsO4S + H: 350,0917. M+Na: 372,0747. Calc. para CisHasNsOsS + Na: 372,0736. RMN 'H: (300 MHz,
DMSO-dé); 6 3,53 - 3,60 (2H, m, C-5"), 3,99 - 4,00 (1H, m, H-4'), 4,19 - 4,22 (1H, m, H-3'), 5,06 - 5,13 (1H, m, H-2'), 5,24
(1H, d, J 4,6 Hz, 3'-OH), 5,52 (1H, d, J 6,6 Hz, 2'-OH), 5,87 - 5,94 (2H, m, 5'-OH, H-1'), 6,94 (1H, d, J 1,2 Hz, H-4"), 7,48
(2H, s, NHy), 7,92/8,14 (2H, s, H-1", H-5"), 8,24 (1H, s, H-2). RMN °C: (75 MHz, DMSO-de); & 62,2 (H-5'),
71,1/71,7/86,9/89,0 (C-2', C-3', C-4', C-1"), 111,1/115,6 (C-4", C-3"), 119,2 (C-5), 143,6/144,2/144,5/149,7/151,9/156,0
(C-2", C-5", C-6, C-8, C-2, C-4).

Ejemplo 33
8-(3-Tienil)adenosina (17d)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-(3-tienil)Jadenosina (16b) (1,21 g, 1,75 mmol) y TBAF (1,83 g, 6,99
mmol) en THF (67 ml) se agité a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se retiré por destilacion y el
material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 10 % en CHxCly;
rendimiento 0,51 g (84 %).HR-IEN: M+H 350,0902. Calc. para C14H1sNs04S + H: 350,0917. M+Na 372,0747. Calc.
para C14H15Ns04S + Na: 372,0736. RMN "H: (300 MHz, DMSO); & 3,51 - 3,73 (2H, m, H-5'), 3,96 - 3,97 (1H, m, H-4"),
4,17 - 4,21 (1H, m, H-3"), 5,11 - 5,18 (1H, m, H-2'), 5,20 (1H, d, J 4,4 Hz, 3'-OH), 5,54 (1H, d, J 6,4 Hz, 2'-OH), 5,85 -
5,90 (2H, m, 5'-OH o H-1"), 7,47 (2H, s, NH), 7,52 (1H, dd, J 1,2 Hz, J'5,0 Hz, H-4"), 7,78 (1H, dd, J 2,9 Hz, J'5,0 Hz,
H-5"), 8,05 (1H, dd, J 1,2 Hz, J'2,9 Hz, H-2"), 8,14 (1H, s, H-2). RMN "°C: (75 MHz, DMSO-ds); 62,3 (C-5'), 71,1/71,5
(C-2, C-3), 86,8/87,0 (C-4, C-1), 119,0 (C-5), 127,5/128,3/128,4/130,0 (C-2", C-3", C-4", C-5"),
146,7/149,6/152,0/156,1 (C-8, C-4, C-2, C-6).

Ejemplo 34

8-Feniladenosina (17¢e)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-feniladenosina (14a) (0,73 g, 1,56 mmol) y K>COs3 (0,07 g, 0,52 mmol) en
MeOH (23 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 24 h. Se afadi6 gel de silice (aprox. 2 g). La suspension se
agitd y se evapord a sequedad a presion reducida. El material residual se afadié sobre la parte superior de una
columna de cromatografia ultrarrapida del gel de silice y la columna se desarroll6 con MeOH al 10 % en CHxCly;

rendimiento 0,48 g (91 %). HRMS: M 343,1287. Calc. para C1sH17N504: 343,1281. EM (EI): 343 (M, 1 %), 254 (9), 240
(7), 212 (25), 211 (100), 184 (12), 104 (12).

Ejemplo 35
8-(3-Piridinil)adenosina (17f)
Una solucion de 2',3',5'-tris-O-(terc-butildimetilsilil)-8-(3-piridinil)adenosina (16c¢) (0,56 g, 0,82 mmol) y TBAF (0,85 g,
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3,26 mmol) en THF (31 ml) en una atmosfera de argon se agité a temperatura ambiente durante una noche. El
disolvente se retird por destilacion y el material residual se disolvio en MeOH (10 ml). La solucion se dej6é a 0 °C
durante una noche y el compuesto del titulo se aislo por filtracion. RMN '*C: (75 MHz, DMSO); & 62,27 (C-5"),
71,13/71,62 (C-2, C-3'), 86,95/89,27 (C-4, C-), 119,33/123,69/125,71/137,20/148,20/149,80/149,85/150,88/
152,33/156,34 (C-5, C-5", C-3", C-4", C-6, C-8, C-6", C-2", C-2, C-4). EM (EI): 344 (M, 2 %), 255 (5), 241 (5), 213 (22),
212 (100), 211 (5)185 (12), 104 (12).

Ejemplo 36
8-(4-Piridinil) adenosina (17 g)

Se afadi6 TBAF (7,39 ml, 1 M, 7,39 mmol) a una solucién de 2'3'5-tris-(O-terc-butildimetilsilil)-8-(4-
piridinil)adenosina (16d) (1,27 g, 1,85 mmol) en THF (28 ml) y la solucidn se agit6é a temperatura ambiente durante una
noche. La solucion se evapord a sequedad a presion reducida y el material residual se sometié a cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 15 % en CHCl,; rendimiento 0,46 g (72 %). HR-IEN: M+H 345,1313.
Calc. para C1sH1gNsO4 + H: 345,1305. RMN "H: (300 MHz, DMSO); & 3,51 - 3,60 (2H, m, H-5'), 3,97 - 3,98 (1H, m, H-4'
o H-3"), 4,15 -4,19 (1H, m, H-3' 0 H-4"), 5,13 - 5,19 (1H, m, H-2') 5,22 (1H, d, J 4,4 Hz, 3'-OH), 5,54 (1H, d, J 6,5 Hz,
2'-OH), 5,75 (1H, d, J 7,3 Hz, H-1"), 5,74 - 5,81 (1H, m, 5'-OH), 7,66 (2H, s, NH), 7,74 - 7,76 (2H, m, H-2"'y H-6" ), 8,19
(1H, s, H-2), 8,80 - 8,82 (2H, m, H-3"y H-5"). RMN °C: (75 MHz, DMSO); 5 62,2 (C-5"), 71,0/71,4 (C-2', C-3'), 87,0/89,1
(C-4', C-1, 1194 (C-5), 123,8 (C-2", C-6"), 150,3 (C-3'y C-5'), 136,9/148,4/150,0/152,7/156,5 (C-6, C-8, C-2, C-4,
C-1").

Ejemplo 37
8-(1-Metil-2-pirrolil)adenosina (17h)

Una solucién de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-(1-metil-2-pirrolil)adenosina (14e) (1,04 g, 2,20 mmol) y K.CO3(0,10 g, 0,73
mmol) en MeOH (37 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante una noche, la solucién se evaporo a presion reducida
y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 15 % en CH.Cly;
rendimiento 0,64 g (84 %). HRMS: M 346,1371. Calc. para C1sH1sNgO4: 346,1390. RMN 3¢ (75 MHz, DMSO); 6 35,1
(NCHa), 62,4 (C-5"), 71,2/71,4 (C-2', C-3'), 86,6/89,0 (C-4', C-1"), 107,71/113,9 (C-3", C-4"), 119,2/120,4 (C-5, C-2"),
126,8 (C-5"), 144,1 (C-8), 149,2 (C-4), 151,7 (C-2), 155,9 (C-6). EM (El): M* 346 (5 %), 215 (11), 214 (100), 213 (60),
129 (12), 128 (8), 115 (35), 97 (9), 69 (12).

Ejemplo 38
8-Metiladenosina (17i)

Una solucion de 8-bromo-2',3',5'-tris-(O-terc-butildimetilsilil)adenosina (15a) (1,41 g, 2,26 mmol) y TBAF (2,37 g, 9,05
mmol) en THF (30 ml) se agit6é a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se retir6é por destilacién y el
material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 15 % en CHCly;
rendimiento 0,59 g (93 %).

Ejemplo 39
8-Etiladenosina (17j)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-etiladenosina (14f) (0,63 g, 1,5 mmol) y K,COs3 (0,07 g, 0,50 mmol) en MeOH
(19 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 18 h. Se afiadié gel de silice, la suspension se agito y el disolvente se
retiré por evaporacion a presion reducida. El material residual se aplicé en la parte superior de una columna de
cromatografia ultrarrapida del gel de silice y la columna se desarrollé6 con MeOH al 15 % en CHCl,; rendimiento 0,23
g, 52 %.

Ejemplo 40
8-(1-Etoxivinil)adenosina (17k)

Una solucion de 2',3',5'-tris-(O-acetil)-8-(1-etoxivinil) adenosina (14 g) (0,53 g, 1,15 mmol) y K.CO3 (0,05 g, 0,38 mmol)
en MeOH (17 ml) se agitd a temperatura ambiente durante 24 h, momento en el que el andlisis de TLC mostré
conversion completa. Se afadid gel de silice a la solucion, la suspension se agité y se evaporo a sequedad a presion
reducida. El material residual se aplico en la parte superior de una columna de cromatografia ultrarrapida del gel de
silice que se desarrollé6 con MeOH al 10 % en CHCly; rendimiento 0,37 g (> 95 %). HRMS: M 337,1395. Calc. para
C14H19N50s: 337,1386. RMN "H: (300 MHz, DMSO-de); 5 1,31 (3H, t, J 6,9 Hz, OCH,CH3), 3,53 - 3,71 (2H, m, H- 5')/
3,94 (2H, J 13,9 Hz, J'6,9 Hz, OCH,CHj3), 3,90 - 3,98 (1H, m, H-4'), 4,19 - 4,22 (1H, m, H-3'), 4,76 - 4,79 (2H, m, CCH>),
5,0-5,02 (1H, m), 5,1 (1H, d, 4,15 Hzg, 5,29 (1H, d, J6,3 Hz), 5,71 - 5,75 (1H, m, H-2"), 5,97 (1H, d, J 6,8 Hz, H-1"), 7,51
(2H, s, NHy), 8,12 (1H, s, H-2). RMN "C: (75 MHz, DM2 (C-1', C-4', CCH), 118,5 (C-5), 146,7/149,3/150,6/152,4/156,5
(C-6, C-8, C-2, C-4, CCH). EM (EI): 337 (M, 8 %), 308 (18), 278 (17), 234 (21), 205 (96), 190 (100), 178 (47), 161 (80),
135 (16).
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Ejemplo 41
8-Acetiladenosina (171)

Se afiadié HCI 1 M (10 ml) a una solucion de 8-etoxiviniladenosina (17k) (1,48 g, 4,37 mmol) en THF (40 ml) y la
solucién se agitd a temperatura ambiente durante 20 h. Se afadié K.CO3 acuoso a pH neutro y la mezcla se aplicé
directamente sobre una columna de cromatografia ultrarrapida gel de silice que se desarroll6 con MeOH al 15 % en
CHaCly; rendimiento 1,17 g (87 %). RMN "H: (300 MHz, DMSO-ds); 5 2,72 (3H, s, COCHs), 3,52 - 3,71 (2H, m, H-5'),
3,94 - 3,96 (1H, m, H-4' el. H-3"), 4,10 - 4,23 (1H, m, H-3' 0 H-4'), 4,94 (1H, m, H-2'), 5,11 (1H, d, J 4,4 Hz, 3'- OH), 5,24
(1H, d, J 6,1 Hz, 2'-OH), 5,56 - 5,59 (1H, m, 5'-OH), 6,76 (1H, d, J 6,5 Hz, H-1'), 7,87 (2H, s, NH>), 8,21 (1H, s, H-2).
RMN C: (75 MHz, DMSO-de); 5 27,9 (CHs), 62,3 (C-5'), 70,9/72,0 (C-2', C-3'), 86,3/89,3 (C-4', C-1"), 118,7 (C-5),
143,7/150,5/154,7/157,7 (C-6, C-8, C-2, C-4), 191,7 (CO).

Ejemplo 42
8-(1-Hidroxietil) adenosina (17m)

Se afiadié NaBH4 (0,19 g, 5,05 mmol) a una solucién de 8-acetiladenosina (171) (0,78 g, 2,52 mmol) en THF (35 ml) y
MeOH (4 ml) en una atmdsfera de argon y la mezcla se agitoé a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla se trato
gota a gota con HCI 1 M hasta pH neutro y la mezcla se aplico en la parte superior de una columna de cromatografia
ultrarrapida que se desarrollé6 con MeOH al 30 % en CH2Cly; rendimiento 0,46 g (59 %). El producto fue una mezcla de
los dos epimeros de alcohol, relacién 1:1.

Ejemplo 43
O-éster metilico de (Rp)-adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (19)

Una solucién de adenosina (9) (0,106 g, 0,4 mmol) en DMF seca (7 ml) se afiadi6 a tetrazol 0,5 M (0,45 ml, 0,2 mmol)
en acetonitrilo y la solucién se calenté en una atmosfera de argén a 60 °C. Después, se ahadié lentamente bis(N,N-
diisopropilamino)metoxifosfina (0,105 g, 0,4 mmol) y la mezcla de reaccion se dejé a esta temperatura durante 15 min.
La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se afiadié azufre (0,013 g, 0,4 mmol). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 8 h. La mezcla de reaccion se evapordé a sequedad a presion reducida. El sélido
residual fue una mezcla de (Ry)-adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico y su isémero (Sp) en la relacién 2:3. Los
isdbmeros se separaron por HPLC preparativa sobre gel de silice funcional C18 de fase inversa. El rendimiento aislado
del compuesto del titulo fue 0,018 g (12 %). RMN *'P (DMSO-d6): 66,4 ppm. RMN 'H: 3,83 (d, J 10 Hz, 3H, HMe) 4,2
- 5,0 (6H, m, H-2", H-3', H 4 x, H-5', OH), 6,14 (1H, s, H-D, 8,34 (1H, s, H-2), 8,88 (1H, s, H-8).

Ejemplo 44
S-metil pivalato de (Rp)-8-(2-tienil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (26)

Se disolvio sal amonio de (Rp)-8-(2-tienil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7b) (0,2 mmol) en metanol (5 ml) y
se afadio trietilamina (0,3 mmol). La evaporacion de la mezcla de reaccion al vacio dejo la sal trietlamonio de
(Rp)-8-(2-tienil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico. Parte de este producto (74 mg, 0,14 mmol) y Nal (20 mg, 0,11
mmol) se disolvieron en DMF (3 ml) en una atmoésfera de argén y se afiadié pivalato de clorometilo (20 mg, 0,11 mmol).
La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 48 h. El disolvente se retiré por destilacion a presion reducida y el
material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando CH,Cl,:MeOH, inicialmente 3:97 y
después 5:95; rendimiento 30 mg (40 %) de un sélido de color blanco. RMN 'H (CDs0OD, 200 MHz): & 1,22 (9H, s), 4,5
- 4,8 (3H, m), 5,26 (1H, d), 5,45 (1H, d), 5,49 (1H, s), 5,57 (1H, d), 5,7 - 5,8 (1H, m), 6,11 (1H, s), 7,26 (1H, dd), 7,65 (1H,
dd), 7,75 (1H, dd), 8,22 (1H, s). RMN *'P (CDCls, 81 MHz): & 27,3.

Ejemplo 45
S-Metil pivalato de (Rp)- y (Sp)8-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (27)

Una mezcla diastereomérica en bruto 1:1 de (Rp)- y (Sp)8-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7e) en forma
de su sal sddica (150 mg, 0,34 mmol) se disolvié en metanol (5 ml), se afiadié yoduro sédico (51 mg, 0,34 mmol mg),
seguido de pivalato de clorometilo (61 mg, 0,41 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo en una atmoésfera de argén
y se calenté a reflujo durante 6 h. La mezcla se evapor6 a sequedad a presion reducida y el residuo sélido se extrajo
varias veces con diclorometano. Los extractos se recogieron y se evaporaron para producir un solido de color
parduzco (142 mg). A partir de la RMN de fosforo fue evidente que el producto en bruto consistié Unicamente en los
compuestos del titulo con aproximadamente una relacién 1:1. Después, los diaestereoisémeros se separaron por
cromatografia ultrarrapida de gel de silice usando CH;Cl,:MeOH 95:1.

S-Metil pivalato de (Rp)-8-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (27)
El producto sélido se aislé con un rendimiento del 16 % (28 mg). RMN *'P (CD;0D): 27,5 ppm. RMN 'H (CD30D): &

1,30 (9H, s), 3,01 (2H, c), 3,36 (2H, c), 5,28 (1H, d) 5,54 (1H, d), 5,60 (1H, d), 6,05 (1H, s), 7,2 - 7,5 (5H, m), 8,40 (1H,
s).
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S-Metil pivalato de (Sp)8-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (27)

El producto sdlido se aislé con un rendimiento del 20 % (36 mg). RMN *'P (CD;0D): 24,0 ppm. RMN 'H (CD30D): &
1,32 (9H, s, ), 2,89 (2H, c), 3,46 (2H, c), 5,13 (1H, d) 5,30 (1H, d)/ 5,40 (1H, d), 6,21 (1H, s), 7,2 - 7,5 (5H, m), 8,38 (1H,
s).

Ejemplo 46
Actividad enzimatica PKA la

En un ensayo colorimétrico de Cook acoplado se ensay¢ la fuerza del AMPSc Rp-8-carbamoilado para determinar la
actividad enzimatica de la PKA de tipo la. con respecto al Rp-8-Br-AMPSc. El resultado se indica en la Tabla 1
siguiente:

Tabla 1

Compuesto Fuerza
Rp 8-(2-furil)-AMPSc 4,24
Rp 8-(2-tienil)-AMPSc 3,01
Rp 8-(3-furil)-AMPSc 2,23
Rp 8-(3-tienil)-AMPSc 1,83
Rp 8- (fenil)-AMPSc 1,28
Rp 8-bromo-AMPSc 1,00

Ejemplo 47
8-Bromoadenosin-3',5"-acido fosforico ciclico (1)

Se afiadié bromo (15,4 ml, 0,3 0 mol) con agitacién a una solucién de AMPc (98,8 g, 0,3 0 mol) y acetato sédico
trihidrato (81,6 g, 0,60 mol) en agua (1,5 1) durante 1 h a temperatura ambiente. Después de 24 h, se anadio
lentamente sulfito sédico hasta la desaparicion del color rojo oscuro. El precipitado se recogio por filtracion, el solido se
lavod con agua, alcohol isopropilico y éter dietilico antes de secarse a presion reducida. El producto se disperso en agua
(500 ml) y se disolvi6 mediante adicion lenta de bicarbonato sédico (1 equiv.). Cuando se hubo disuelto todo el
material, se afiadieron pequefas porciones de sulfito sédico para retirar el color rojo oscuro de la solucién. La
precipitacion del producto se efectué mediante la adicion gota a gota de acido bromhidrico 1,0 M con agitacion
vigorosa. El precipitado se recogio, se lavo con agua, alcohol isopropilico, éter dietilico y el polvo de color amarillo claro
se seco a alto vacio; rendimiento 92,0 g (76 %). La RMN "H estuvo de acuerdo con la bibliografia.

Ejemplo 48
(Sp)8-Bromoadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)- 3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4)

Se puso DMF seca (0,289 g, 3,96 mmol) en THF seco (20 ml) en una atmosfera de gas argén y se enfrié a 0 °C antes
de anadir lentamente cloruro de oxalilo en diclorometano (2 ml, 2 M, 4 mmol). El bafio de refrigeracion se retird y la
suspension se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 30 min, la mezcla de reaccioén se enfri6 a-7 °C y se
afadié a una solucién de 8-bromoadenosin-20-TBDMS-3,5-monofosfato ciclico de tributilamonio (1) (2,55 g, 3,60
mmol) en diclorometano seco (8 ml). La mezcla se agitd6 a esta temperatura durante 1 h, se dej6 que alcanzara
temperatura ambiente y se afiadioé anilina (3,35 g, 36 mmol) seca (CaHy). Después de 3 h, la mezcla de reaccion turbia
se diluydé a 100 ml con diclorometano y se lavd con hidrogenocarbonato sédico saturado frio (3 x 25 ml). Después, la
fase organica se secé sobre MgSQOs, el disolvente se retird a presion reducida y el material residual se afiadioé
lentamente con agitacion vigorosa a ciclohexano (100 ml). El precipitado se sec6 y se sometid a cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice usando metanol al 7 % en diclorometano como eluyente; rendimiento 1,46 g (68 %). La
RMN "H estuvo de acuerdo con la bibliografia.

Ejemplo 49
(Sp)8-(5-Metil-2-furil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5e)

Se calentaron juntos DMF desgasificada seca (6 ml), acetato de paladio (0,0169 g, 0,07 mmol) y trifenilfosfina (0,041 g,
0,158 mmol) a 50 °C en una atmdsfera de argdn hasta que se produje una mezcla de color rojo intenso y homogénea
(aprox. 15 min). Se afnadieron 2-tributilestanil-5-metilfurano (0,904 mmol) y
(Sp)8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (0,450 g, 0,753 mmol) y la mezcla se
calento a 80 °C durante 4 h. El disolvente se retird por destilacion, el residuo se disolvio en diclorometano (3 ml) y la
solucion se afiadio con agitacion vigorosa a hexano (50 ml). La cromatografia ultrarrapida del precipitado sobre gel de
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silice con metanol al 7 % en diclorometano proporcioné el producto, rendimiento: 0,405 g (90 %). HRMS
(electronebulizacion): (M+H) 599,2181. Calc. para C,7H3sNsOsPSi + H: 599,2197. RMN *'P (CDCls, 81 MHz): RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz):  -0,130 (3H, s, CH3Si), -0,09 (3H, s, CH3Si), 0,730 (9H, s, (CHa3)sC), 2,40 (3H, S, CHs-Fur), 4,3
-4,7 (3H, m, H4' H5'), 5,21 (1H, d, J"5,2 Hz, H2"), 5,6 - 5,7 (1H, m, H3'), 6,30 (1H, s, H1"), 6,41 (1H, d, Jpn 3,3 Hz, NH),
6,9 - 7,2 (6H, m, H-Ar), 8,23 (1H, s, H2), 7,52 (2H, s a, NH;), 8,54 (1H, d, J 9,4 Hz, H-Fur). RMN "°C (CDCls, 75 MHz):
0-5,5,-5,0,13,4,17,7, 25,4, 68,3, 70,1, 72,2, 76,3, 93,5, 108,6, 115,0, 118,4, 118,5, 119,0, 128,8, 139,5, 140,5, 141,5,
149,8, 153,1, 154,8, 155,9.

Ejemplo 50
(Sp)8-(5-Metoxi-2-furil)adenosin-2'0O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5f)

Una solucion de acetato de paladio (16,9 mg, 0,075 mmol) y trifenilfosfina (41,5 mg, 0,158 mmol) en DMF
desgasificada seca (6 ml) se calent6 a 50 °C en una atmésfera de argon durante 15 min (color rojo intenso) antes de
afadir 2-(tributilestanil)-5-metoxifurano (0,387 g, 1,00 mmol) y
(Sp)8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,450 g, 0,753 mmol). La mezcla
se calent6 a 85 °C durante 4 h. El disolvente se retir6 al vacio, el material residual se disolvié en diclorometano (3 ml),
la solucion se afadié lentamente a hexano en agitacion vigorosa (50 ml) y el material precipitado se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre silice usando metanol al 7 % en diclorometano; rendimiento 310 mg (67 %). HRMS
(electronebulizacion): (M+H) 615,2118. Calc. para C7H3sNsO7PSi + H: 615,2146. RMN *'P (CDCls, 81 MHz):  3,05.
RMN 'H (CDCl3, 200 MHz): & -0,02 (1H, s, CH3Si), 0,00 (3H, s, CH3Si), 0,82 (9H, s, (CH3)3C), 3,96 (3H, s, CH30), 4,5 -
4,7 (3H, m, H4' H5"), 5,30 (1H, d, J 5,1 Hz, H2'), 5,40 (1H, d, JpH 3,6 Hz, NH), 5,8 - 5,9 (1H, m, H3'), 6,32 (1H, s, H1"),
6,65 (2H, s a, NHy), 7,0 - 7,3 (6H, m, H-Ar), 7,68 (1H, d, J 9,4 Hz, H-Fur), 8,39 (1H, S, H2). RMN "*C (CDCls, 75 MHz):
0-5,4,-4,8,18,0, 25,5, 58,1, 69,1, 70,6, 72,9, 82,6, 94,2, 116,7, 119,4, 119,6, 122,8, 129,1, 133,2, 138,7, 141,8, 150,2,
152,9, 155,3, 163,3, 174,0.

Ejemplo 51
(Sp)8-(5-(terc-Butildimetilsililoximetil)-2-furil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)}-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5 g)

Una solucion de acetato de paladio (16,9 mg, 0,075 mmol) y trifenilfosfina (41,5 mg, 0,158 mmol) en DMF
desgasificada seca (6 ml) se calent6 a 50 °C en una atmésfera de argon durante 15 min (color rojo intenso) antes de
afadir 2-tributilestanil-5-(terc-butildimetilsililoximetil)furano (0,478 g, 0,904 mmol) y
(Sp)8-bromoadenosin-2'0O-(terc-butidimetilsilil)}-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,450 g, 0,753 mmol). La mezcla
se calent6 a 85 °C durante 4 h. El disolvente se retir6 al vacio, el material residual se disolvié en diclorometano (3 ml),
la solucion se afadié lentamente a hexano en agitacion vigorosa (50 ml) y el material precipitado se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando metanol al 7 % en diclorometano; rendimiento 461 mg (84 %).
HRMS (electronebulizacion): (M+H) 729,3001. Calc. para Cs3sH4gNsO7PSizH-H: 729,3011. RMN *'P (CDCls, 81 MHz): &
3,05. RMN "H (CDCl3, 200 MHz): 5 -0,01 (3H, s, CH3SiOCH), 0,00 (3H, s, CH3SiOCH), 0,17 (6H, s, CH3SiOCH,), 0,81
(9H, S, (CH3)3CSIiOCH), 0, 98 (9H, s, (CH3)sCSiOCH>), 4,5 - 4,7 (3H, m, H4' H5'), 4,78 (2H, s, OCHxFur), 5,31 (1H, d, J
5,2 Hz, H2'), 5,8 - 5,9 (1H, m, H3), 6,40 (1H, S, H1"), 6,47 (1H, d, Jrn 3,4 Hz, NH), 6,61 (2H, s a, NH), 7,1 - 7,3 (6H, m,
H-Ar), 7,63 (1H, d, J 9,4 Hz, H-Fu), 8,42 (1H, S, H2). RMN "C (CDCls, 75 MHz): 5 -5,3, -4,7, 18,0, 18,3, 25,6, 25,8,
58,2, 69,1,70,7,72,8, 94,2, 109,1, 115,1, 119,5, 119,7, 122,8, 129,2, 138,7, 141,8, 142,5, 150,2, 153,3, 155,6, 157,6.

Ejemplo 52
(Sp)8-(2-Benzofuril)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforoamidato ciclico (5h)

Una solucion de acetato de paladio (16,9 mg, 0,075 mmol) y trifenilfosfina (41,5 mg, 0,158 mmol) en DMF
desgasificada seca (6 ml) se calent6 a 50 °C en una atmésfera de argon durante 15 min (color rojo intenso) antes de
afadir 2-(tributilestanil)benzofurano (0,381 g, 0,936 mmol) y (Sp)8-bromoadenosin-
2'0O-(terc-butidimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,450 g, 0,753 mmol). La mezcla se calenté a 85 °C
durante 4 h. El disolvente se retir6 al vacio, el material residual se disolvié en diclorometano (3 ml) y la solucién se
afadi6 lentamente a hexano en agitacion vigorosa (50 ml). El precipitado se sometio a cromatografia ultrarrapida sobre
gel de silice usando metanol al 7 % en diclorometano; rendimiento: 439 mg (92 %). HRMS (electronebulizacion):
(M+H) 635,2171. Calc. para CaoH3sNsOsPSitH: 635,2197. RMN *'P (CDCls, 81 MHz): 5 3 .05 . RMN 'H (CDCl3, 200
MHz): 5 0,00 (3H, s, CH3Si), 0,03 (3H, s, CHsSi), 0,83 (9H, s, (CH3)3C), 4,4 - 4,8 (3H, m, H4 ' H5'), 5,38 (1H, d, J 5,0 Hz,
H2"), 5,9 - 6,1 (1H, m, H3'), 6,58 (1H, s, H1'), 6,61 (1H, s a, NH),7,0 - 7,8 (12H, m, H- Ar, NHy), 8,46 (1H, s, H2). RMN
3¢ (CDCl3, 75 MHz): & -5,3, -4,7, 18,1,.25,6, 68,8, 70,8, 73,0, 73,1, 94,3, 110,5, 111,8, 119,5, 119,7, 122,0, 123,0,
123,9, 126,4, 127,4, 129,2, 138,6, 141,7, 144,7, 150,5, 153,8, 155,4, 155,8.

Ejemplo 53
(Sp)8-(2-N-Metilpirrolil) adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5i)

Una mezcla de Pd(OAc). (37 mg, 0,166 mmol) y PPh3 (91 mg, 0,34 8 mmol) en DMF (5 ml) se agité a 50 °C hasta que
la solucion se hubo vuelto de color rojo oscuro. Se afiadieron
(Sp)8-bromoadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,500 g, 0,83 mmol) en DMF (2
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ml) y 2-(tributilestanil)-N-metil-2-pirrol (0,461 g, 1,24 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 90 °C durante 4 h. La
DMF se retiré a presion reducida y el material residual se sometid a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando MeOH al 7,5 % en CH,Cl,. El producto fue un sélido de color blanco contaminado con trazas de residuos de
organoestafio que se retiraron por disolucion del producto en CH;Cl, y re-precipitacién en hexano; rendimiento 0,350 g
(70 %); HRMS (electronebulizacion): M+H 598,2339. Calc. para CarHagN;OsPSi+H: 598,2357. RMN 'H (CDCls, 300
MHz): 6-0,13 (6H, S, 2 x CHz3), 0,66 (9H, S, C(CHa)3), 3,73 (3H, s, N-CH3), 4,35 - 4,41 (1H, m, H-4"), 4,50 - 4,66 (2H, m,
0O-CHy), 5,06 (1H, d, J 5,3, H-2"), 5,80 - 5,85 (1H, m, H-3"), 5,99 (1H, s, H-1'), 6,19 - 6,21 (1H, m, H-Pyr.), 6,57 - 6,59
(1H, m, H-pyr), 6,65 (2H, s a, NH>), 6,76 - 6,78 (1H, m, H-pyr), 6,95 (1H, t, J 7,3 Hz, H-Ph), 7,05 (2H, d, J"7,6 Hz, 2 x
H-Ph), 7,17 (2H, t, J 7,9 Hz, 2 x H-Ph), 7,83 (1H, d, J 9,5 Hz, NH), 8,31 (1H, S, H-2); ). RMN "C (CDCI 3, 75 MHz): &
-5,5y-4,9 (2 x CHa), 17,9 (Si-C), 25,5 (3 x CHj3), 36,3 (N-CHs3), 68,9 (d, J 6,6 Hz, OCH>), 70,5 (d, J 4,0 Hz, CH-4"), 72,8
(d, J 8,5 Hz, CH-2"), 77,5 (d, J 3,7 Hz, CH-3'), 94,2 (CH - 1'), 108,4, 114,2, 119,4, 119,9, 119,9, 122,7, 126,8, 129,2,
129,2, 138,6, 144,2, 149,8, 152,9, 155,5, 162,5.

Ejemplo 54
(Sr)-8-(3-Piridinil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5j)

Una mezcla de Pd(OAc), (37 mg, 0,166 mmol) y PPhs (91 mg, 0,348 mmol) en NMP (4 ml) se agit6 a 50 °C hasta que
la  solucion se hubo wvuelto de color rojo oscuro. Se afadieron una solucion de
(Sp)8-bromoadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,500 g, 0,83 mmol) en NMP (2
ml) y 3-(tributilestanil)piridina (0,610 g, 1,66 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 110 °C durante 10 h antes de
retirar la NMP a presion reducida, y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando MeOH al 7,5 % en CHCl,. El producto fue un sdlido de color blanco contaminado con trazas de residuos de
organoestafio que se retiraron por disolucion del producto de acoplamiento en CH2Cl; y reprecipitacion en hexano;
rendimiento 0,280 g (57 %); HRMS (electronebulizacion): M+H 596,2211. Calc. para C,7HaN;OsPSitH: 596,2201.
RMN 'H (CDCls, 300 MHz): 5 (CDCl3) -0,16 (3H, S, CHs), -0,15 (3H, s, CHs), 0,60 (9H, s, C(CHa)3), 4,30 - 4,43 (1H, m,
H-4"), 4,60 - 4,68 (2H, m, OCH>), 5,15 (1H, d, J 5,2 Hz, H-2"), 5,69 (1H, s, H-1'), 5,75 - 5,82 (1H, m, H-3'), 6,37 (2H, s a,
NHz), 6,58 (1H, d, J 9,2 Hz, NH), 6,99 - 7,10 (3H, m, 3 x H-Ph), 7,17 - 7,24 (2H, t, J 7,4 Hz, 2 x H-Ph), 7,42 - 7,48 (1H,
m, H-pyr), 8,02 - 8,06 (1H, m, H-pyr), 8,37 (1H, s, H-2), 8,76 - 8,79 (1H, m, H-pyr), 8,97 (1H, d, J 1,7 Hz, H-pyr); RMN
3C (CDCls, 75 MHz): 5 -5,5 y -4,8 (2 x CH3), 18,0 (Si-C), 25,4 (3 x CH3), 68,9 (d, J 6,8 Hz, OCHy), 71,3 (d, J 4,5 Hz,
CH-4"), 73,3 (d, J' 8,8 Hz, CH-2"), 77,5 (d, J 3,8 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1'), 119,4, 119,5, 119,6, 122,9, 123,5, 125,0,
129,1, 129,1, 136,8, 138,5, 148,1, 149,8, 150,3, 151,4, 153,5, 155,9.

Ejemplo 55
(Sp)B-(Fenil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)- 3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5k)

Una mezcla de Pd(OAc), (37 mg, 0,166 mmol) y PPh3 (91 mg, 0,348 mmol) en DMF (4 ml) se agité a 50 °C hasta que
la  solucion se hubo wvuelto de color rojo oscuro. Se afadieron una solucion  de
(Rp)-8-bromoadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,500 g, 0,83 mmol) en NMP (2
ml) y feniltributilestanano (0,609 g, 1,66 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 135 °C durante 7 h antes de retirar la
NMP a presion reducida y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH
al 7,5 % en CH Cl.. El producto fue un sélido de color blanco contaminado con trazas de residuos de organoestafio que
se retiraron por disolucion del producto en CH2Cl; y reprecipitacion en hexano; rendimiento 0,310 g (63 %); HRMS
(electronebulizacion): M+H 5 95,2275. Calc. para CgH3sNsOsPSi+H: 595,2248. RMN H (CDCls, 300 MHz): & -0,21
(6H, S, 2 x CH3), 0,57 (9H, S, C(CHa)s), 4,32 - 4,36 (1H, m, H-4'), 4,52 - 4,63 (2H, m, OCH,), 4,99 (1H, d, J 5,1 Hz, H-2),
5,75 (1H, S, H-1"), 5,76 - 5,83 (1H, m, H-3'), 6,35 (2H, s a, NH2), 6,93 (1H, t, J 7,3 Hz, H-Ph), 7,03 (2H, d, J 8,0 Hz, 2 x
H-Ph), 7,16 (2H, t, J 7,9 Hz, 2 x H-Ph), 7,33 (1H, d, J 9,4 Hz, NH), 7,51 - 7,54 (3H, m, H-Ph), 7,63 (2H, d, J 7,7 Hz,
H-Ph), 8,26 (1H, S, H-2); RMN "°C (CDCl3, 75 MHz): & - 5,8 y -5,0 (2 x CH3), 17,7 (Si-C), 25,2 (3 x CHs), 68,9 (d, J 6,7
HZ, OCHy), 70,5 (d, J 4,2 Hz, CH-4"), 72,8 (d, J 8,6 Hz, CH-2"), 76,9 (d, J 3,8 Hz, CH-3'), 94,1 (CH-1"), 118,7, 119,1,
119,1, 19,2, 119,2, 122,8, 127,9, 128,9, 128,9, 129,2, 129,2, 130,8, 138,3, 150,1, 151,2, 152,9, 155,2.

Ejemplo 56
(Sp)8-(4-Metoxifenil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5I)

Una mezcla de Pd(OAc), (37 mg, 0,166 mmol) y PPhs (91 mg, 0,348 mmol) en DMF (4 ml) se agité a 50 °C hasta que
la  solucion se hubo wvuelto de color rojo oscuro. Se afadieron una solucion de
(Sp)8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (0,500 g, 0,83 mmol) en NMP (2
ml) y 4-(tributilestanil)anisol (0,666 g, 1,66 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 120 - 125 °C durante 10 h antes de
retirar la NMP a presion reducida. El material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando MeOH al 7,5 % en CHzCl.. El producto fue un sélido de color blanco que estaba contaminado con trazas de
residuos de organoestario que se retiraron por disolucion en CH,Cl; y re-precipitacion en hexano; rendimiento 0,315 g
(61 %); HRMS (electronebulizacion): M+H 625,2368. Calc. para CoHs7NsOsPSin-H: 625,2354. RMN 'H (CDCls, 300
MHz): 8- 0,15 (3H, s, CH3), -0,14 (3H, s, CH3), 0,62 (9H, s, C(CHs)s), 3,85 (3H, s, OCHj3), 4,32 - 4,37 (1H, m, H-4'), 4,55
- 4,69 (2H, m, OCHy), 5,07 (1H, d, J 5,3 Hz, H-2'), 5,78 (1H, S, H-1"), 5,79 - 5,88 (1H, m, H-3'), 6,20 (2H, s a, NH>), 6,90
(1H, d, J 9,3 Hz, NH), 6,94 - 7,08 (5H, m, 5 x H-Ph), 7,19 (2H, t, J"7,4 Hz, 2 x H-Ph), 7,62 (2H, d, J 6,9 Hz, 2 x H-Ph),
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8,35 (1H, S, H-2); RMN ™3C (CDCls, 75 MHZ): 5 -5,4 y 4,7 (2 x CHa), 18,0 (Si-C), 25,5 (3 x CHs), 55,4 (OCHs), 69,0 (d,
J 6,9 Hz, OCHy), 70,7 (d, J 4,2 Hz, CH-4"), 72,8 (d, J 8,6 Hz, CH-2"), 76,9 (d, J' 3,8 Hz, CH-3'"), 94,3 (CH-1"), 114,5,
114,5, 19,3, 19,5, 119,5, 119,6, 119,6, 120,7, 123,0, 129,2, 129,2, 130,9, 130,9, 138,4, 150,4, 151,5, 152,8, 155,2,
161,5.

Ejemplo 57
(Sp)8-(2-Tiazolil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5m)

Una solucién de Pd(OAc); (27 mg, 0,10 mmol) y PPh3 (62 mg, 0,20 mmol) en DMF (5 ml) se agité a 50 °C durante 30
min antes de afadir 2-(tributilestanil)tiazol (260 mg, 0,70 mmol), seguido de
(Sp)8-bromadenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (4) (340 mg, 0,58 mmol). La mezcla se
agitd a 85 °C durante 3 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice usando CH:Cl;:MeOH 3:97 y 5:9, rendimiento: 160 mg (47 %) de un solido de color castafio. EM
(electronebulizacién) 602,2,- RMN ¥p (CDCl3, 81 MHz): 6 2,71; RMN H (CDCls, 200 MHz): 5 -0,04 (6H, S, SiMe), 0,75
(9H, S, Si-tBu), 4,44 - 4,77 (3H, m, 5,42 (d, J 5,1 Hz), 5,77 - 5,85 (1H, m), 5,96 (1H, s), 6,44 (2H, s a, NH>), 6,96 - 7,35
(6H, m), 8,40 (1H, s), 8,47 (1H, s), 9,06 (1H, S).

Ejemplo 58
Sal amonio de (Rp)-8-(2-tiazolil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7m)

Una solucion 1,0 M de -BuOK en THF (0,29 ml, 0,29 mmol) se afiadi6 a una solucion de (Sp)8-(2-tiazolil)adenosin-
2 O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5m) (136 mg, 0,23 mmol) en THF (3 ml) a temperatura
ambiente. La mezcla se agité durante 1 h antes de afadir disulfuro de carbono (0,04 ml, 0,7 mmol). La mezcla se agitd
durante 3 h mas a temperatura ambiente. El volumen del disolvente se redujo a aproximadamente 1 ml antes de afiadir
hexano (3 0 ml). El precipitado se formé y se aislé por filtracion. El producto en bruto se disolvié en DMF (2 ml), se
afnadié NH4F (52 mg, 1,4 mmol) y la mezcla se agité en una atmdsfera de argon a 40 °C durante 48 h. El disolvente se
retird por evaporacion y el producto en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice, usando
iPrOH:EtOAc:H,O:NH3 (ac.) 7:7:1:1; rendimiento 54 mg (53 %) de un sodlido de color blanco. HRMS
gelectronebulizacién) M 427,0047. Calc. para C13H12NsOsPS2: 427,0048. RMN ¥p (DMSO-ds, 81 MHz): 6 54,02; RMN
H (DMSO-de, 200 MHz): & 3,95 - 4,15 (3H, m), 4,92 - 5,12 (2H, m), 6,60 - 7,30 (4H, s a), 7,50 (2H, s), 8,22 (1H, S), 8,34
(1H, S), 9,36 (1H, d, J 0,5 Hz).

Ejemplo 59
Sal de tributilamonio de (Rp)-8-(5-metil-2-furil)adenosin-3',5-acido fosforotioico ciclico (8e)

Se afadio t-butdxido sodico 1 M (0,60 ml) a una solucién de
(Sp)8-(5-metil-2-furil}-adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5e) (0,350 g, 0,552 mmol)
en THF seco (7 ml) en una atmoésfera de gas argon. La mezcla se agité durante 30 min antes de afiadir disulfuro de
carbono (0,126 g, 1,66 mmol) y la agitacion continué durante 3 h. La mezcla de reaccion se afnadioé lentamente a
hexano, el precipitado se retird por filtracion y se disolvié en agua (10 ml). Se afiadié gota a gota HCI 1 M con agitacion
vigorosa a la mezcla de reaccion enfriada con hielo hasta pH 3. El acido tioico 6e precipitado se retiré por filtracion, se
lavoé con agua fria y se seco a alto vacio; rendimiento 0,270 g de un sdlido de color amarillo. Después, el acido (6e) se
disolvio en DMF (3 ml) en una atmésfera de argon y se afadié fluoruro de amonio (0,056 g, 1,5 mmol). La mezcla se
agité durante 3 d a 40 °C, momento en el que se afadid exceso de tributilamina. Todos los materiales volatiles se
retiraron por destilacion a presion reducida y el material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice usando tributilamina al 1 % y metanol al 5 % en diclorometano. El producto de tioato contenia un poco de
tributilamina libre que se retird lavando repetidamente con hexano; rendimiento: 0,276 g (82 %). HRMS
(electronebulizacion): M 424,0488. Calc. para C1sH15NsOsPS™: 424,0487. RMN ¥p (CDCl3, 81 MHz): 6 57,0. RMN H
(CDCls, 200 MHz): 6 1,00 (9H, t, J 7,2 Hz, CH,CH3), 1,3 - 1,5 (6H, m, CH), 1,7 - 1,9 (6H, m, CHy), 2,44 <3H, S,
CHsFur), 3,05 (6H, t, J 6,5 Hz, NCH,), 4,4 - 4,6 (3H, m, H4' H5'), 5,24 (1H, d, J 4,8 Hz, H2"), 5,5 - 5,6 (1H, m, H3'), 6,20
- 6,24 (4H, m, H1' H-FurNHy), 7,06 (1H, d, J 3,3 Hz, H-Fu), 8,24 (1H, S, H2). RMN "*C (CDCls, 75 MHz): 5 13,4, 19,7,
249, 30,6, 51,7, 67,0, 71,1, 71,2, 71,5, 92,2, 108,1, 115,2, 119,0, 140,7, 142,4, 149,9, 152,0, 154,8, 155,3.

Ejemplo 60
Sal tributilamonio de (Rp)-8-(5-metoxi-2-furil)adenosin-3',5"-acido fosforotioico ciclico (8f)

Se afadio t-butdxido sodico 1 M (0,50 ml) a una solucién de
(Sp)8-(5-metoxi-2-furil)-adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5f) (0,280 g, 0,456 mmol)
en THF seco (6 ml) en una atmésfera de gas argon. La mezcla se agité durante 30 min antes de afiadir disulfuro de
carbono (0,104 g, 1,3 mmol) y la agitacion continu6é durante 3 h. La mezcla de reaccion se afiadié lentamente a
hexano, el precipitado se retird por filtracion y se disolvié en agua (10 ml). Se afiadié gota a gota HCI 1 M con agitacion
vigorosa a la mezcla de reaccion enfriada con hielo hasta pH 3. El acido tioico 6f precipitado se retird por filtracion, se
lavé con agua fria y se seco a alto vacio; rendimiento 0,127 g de un solido de color pardo. El &acido tioico 6f se disolvid
en DMF seca (2 ml) en una atmoésfera de argon y se afiadio fluoruro de amonio (0,037 g, 1 mmol). La mezcla se agitd
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durante 3 d a 4 0°C antes de afadir exceso de tributilamina. La evaporacién a presiéon reducida retiré todos los
materiales volatiles. El material residual se someti6 a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
tributilamina al 1 % y metanol al 5 % en diclorometano. La tributilamina libre presente en el producto de tioato se retird
lavando repetidamente con hexano; rendimiento: 0,109 g (29 %). HRMS (electronebulizacion): M 440,0427. Calc. para
C1sH1sNsO7PS™: 440,0436. RMN *'P (CDCl3, 81 MHz): & 57,0. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): 5 0,99 (9H, t, J 7,2 Hz,
CH2CHs3), 1,3 - 1,5 (6H, m, CHp), 1,7 - 1,9 (m, 6H, CH,), 3,05 (t, J 6,5 Hz, 6H, NCH>), 3,89 (3H, S, CH30), 4,3 - 4,5 (3H,
m, H4 ' H5'), 5,24 (1H, d, J" 5,2 Hz, H2"), 5,6 - 5,7 (1H, m, H3'), 6,21 (1H, s, H1'), 6,41 (2H, s a, NH>), 6,89 (1H, d, J 8,4
Hz, H-Fur), 7,66 (1H, d, J 8,6 Hz, H-Fur), 8,35 (1H, S, H2). RMN "*C (CDCls, 75 MHz): & 13,3, 19,8, 24,8, 51,6, 69,2,
70,6,72,8, 76,4, 83,0, 94,2, 116,9, 119,4, 132,7, 138,7, 150,0, 152,8, 155,1, 163,3.

Ejemplo 61
Sal tributilamonio de (Rp)-8-(2-hidroximetil-5-furil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8 g)

Se afnadio t-butdxido sodico 1 M (0,62 ml)  se afnadio a una solucion de
(Sp)8-(5-terc-butildimetilsililoximetil)-2-furil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5"  -N-fenilfosforamidato ciclico (5
g)(0,410 g, 0,563 mmol) en THF seco (7 ml) en una atmdsfera de argén. La mezcla se agitdé durante 30 min antes de
afadir disulfuro de carbono (0,128 g, 1,69 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 3 h antes de afiadirse gota a
gota a hexano. El precipitado formado se re-disolvié en agua. La adicion lenta de HCI 1 M a la solucion acuosa enfriada
con hielo en agitacion vigorosa hasta pH 3 precipitd el acido tioico 6g que se retird por filtracion, se lavé con agua fria
y se seco a alto vacio para producir el acido tioico en forma de un sélido de color pardo (0,294 g). El producto se
disolvié de nuevo en DMF seca (3 ml) en una atmdsfera de argéon y se afiadié fluoruro de amonio (0,097 g, 2,63 mmol).
La mezcla se agité a 40 °C durante 3 d antes de afiadir exceso de tributilamina. La destilacién a presion reducida retird
todo el material volatil y el material residual se someti6 a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
tributilamina al 1 % y metanol al 5 % en diclorometano. El producto contenia un poco de tributilamina libre que se retird
mediante lavados repetidos con hexano; rendimiento 0,243 g (69 %). HRMS (electronebulizacion): M 440,043. Calc.
para C1sH1sNsO7PS™; 440,0436. RMN *'P (CDCl3, 81 MHz): 8 57,0. RMN "H (CDCls, 200 MHz): 5 1,00 (9H, t, J 7,1 Hz,
CH2CHs3), 1,3 -1,5 (6H, m, CH), 1,7 - 1,9 (6H, m, CH>), 2,9 - 3,1 (6H, m, NCH>), 4,4 - 4,6 (3H, m, H4 ' H5'), 4,85 (2H, S,
HOCH,Fur), 5,26 (1H, d, J 5,0 Hz, H2"), 5,5 - 5,6 (1H, m, H3'), 6,2 - 6,3 (4H, m, H1' H- FurNH,), 7,12 (1H, d, J 8,3 Hz,
H-Fur), 8,22 (1H, s, H2). RMN "*C (CDCls, 75 MHz): &: 13,4, 19,7, 24,9, 57,2, 51,7, 67,7, 71,1, 72,6, 75,9, 94,3, 108,8,
115,5, 119,1, 141,2, 149,5, 141,6, 150,2, 153,7, 155,2.

Ejemplo 62
Sal de tributilamonio de (Rp)-8-(2-benzofuril)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8h)

Se afnadio t-butdxido sodico 1 M (0,69 ml)  se anadio a una solucion de
(Sp)8-(2-benzofuril)-adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5h) (0,400 g, 0,631 mmol) en
THF seco (8 ml) en una atmdsfera de argén. La mezcla se agité durante 30 min antes de afiadir disulfuro de carbono
(0,143 g, 1,89 mmol) y la agitacion continué durante 3 h. La mezcla de reaccion se afiadio lentamente a hexano, el
precipitado se retird por filtracion y se disolvié en agua (4 ml). La adicion lenta de HCI 1 M a la solucién acuosa enfriada
con hielo en agitacion vigorosa hasta pH 3 precipitd el acido tioico 6b que se retird por filtracion, se lavo con agua fria
y se seco a alto vacio para formar un sélido de color pardo (0,221 g). El producto se disolvié de nuevo en DMF seca (2
ml) en una atmdsfera de argén y se afadio fluoruro de amonio (0,04 3 g, 1,1 mmol). La mezcla se agit6 a 40 °C durante
3 d y se afadié exceso de tributilamina. Los materiales volatiles se retiraron por destilacion a presion reducida vy el
material residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando tributilamina al 1 % y metanol al 5
% en diclorometano. El producto se lavo repetidamente con hexano para retirar tributilamina libre; rendimiento 0,155 g
(38 %). HRMS (electronebulizacion): M 460,0461. Calc. para C1gH1sNsOsPS: 460,0487. RMN *'P (CDCl3, 81 MHz): &
57,0. RMN "H (CDCls, 200 MHz): & 1,00 (9H, t, J 7,2 Hz, CH,CH3), 1,3 - 1,5 (6H, m, CHy), 1,7 - 1,9 (6H, m, CH;), 3,08
(6H, t, J6,4 Hz, NCH>), 4,4 - 4,6 (3H, m, H4', H5"), 5,33 (1H, d, J 5,2 Hz, H2'), 5,9- 6,1 (1H, m, H3'), 6,43 (1H, S, HI'), 7,3
- 7,7 (5H, m, H- Ar), 8,31 (1H, S, H2). RMN "®C (CDCls, 75 MHz): 5 13,4, 19,8, 24,8, 51,6, 66,3, 72,4, 72,8, 75,5, 94,6,
111,8, 112,6, 120,0, 123,7, 124,3, 127,0, 128,3, 126,4, 149,9, 153,1, 154,2, 154,4, 155,8.

Ejemplo 63
Sal tributilamonio de (Ry)-8-(2-N-metilpirrolil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8i)

Una mezcla de (Sp)8-(2-N-metilpirrolil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3,5'-N-fenil-fosforamidato ciclico (5i) (0,300
g, 0,5 mmol) en THF seco (6 ml) y terc-butdxido potasico (0,62 ml, 0,62 mmol, 1 M en THF) se agitdé en una atmosfera
de argén a temperatura ambiente durante 1 h antes de afadir disulfuro de carbono (0,09 ml, 1,5 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h antes de retirar la mayoria del disolvente por filtracion a presion
reducida. La adicién de éter dietilico dio un precipitado sélido que se disolvié en agua (9 ml) y se afiadié HCI 1,2 M
(1,25 ml) a 0 °C. El precipitado fue el (R)-8-(2-N-metilpirrolil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico sililado 6i. El
producto se seco bien al vacio antes de disolver el sélido (0,170 g, 0,3 mmol) en DMF (1,5 ml) en una atmdsfera de
argon y afadir fluoruro de amonio (0,075 g, 2,0 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
5 d antes de afiadir tributilamina (0,111 g, 0,6 mmol) para generar una solucion transparente. Los materiales volatiles
se retiraron a presion reducida, el residuo se trituré con hexano para retirar cualquier resto de tributilamina y el material
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residual se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando CH2Cl,;:CH3OH:NBu3 100:10:1. La sal
amonio, que contenia un poco de tributilamina libre, se purificé adicionalmente por disolucion en CH,Cl; y precipitacion
con hexano; rendimiento 0,105 g (34 % en 5i) de un sdlido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-NHBus
423,0647, Calc. para C27HasN70sPS-NH (C4Ho)s: 423,0646. RMN "H (CDCls, 300 MHz, CH30D): 5 0,93 (9H, t, J 7,3 Hz,
3 x CH3), 1,29 - 1,41 (6H, m, 3 x CHy), 1,55 - 1,65 (6H, m, 3 x CHy), 2,98 - 3,04 (6H, m, 3 x CH,), 3,78 (3H, S, N-CH3),
4,12 -4,24 (1H, m, H-4'), 4,25 - 4,30 (2H, m, OCHz), 4,96 (1H, d, J 5,3 Hz, H-2'), 5,49 5,57 (1H, m, H-3"), 594(1H S
H-1'), 6,25 - 6,28 (1H, m, H-pyr), 6,60 - 6,62 (1H, m, H- pyr), 6,93 - 6,95 (1H, m, H-pyr), 8,13 (1H, s, H-2). RMN "*C
(CH30D, 75 MHz): & 13,9 (3 x CH3), 20,9 (3 X CH>), 26,9 (3 x CHy), 35,7 (N-CH3), 54,0 (3 x CH2), 68,5 (d, J 9,8 Hz,
OCH), 72,8 (d, J 7,6 Hz, CH-4"), 73,1 (d, J 5,7 Hz, CH-2"), 77,7 (d, J 6,6 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1"), 109,4, 120,1, 121,1,
128,4, 146,3, 151,2, 153,6, 156,8.

Ejemplo 64
Sal tributilamonio de (R,)-8-(3-piridinil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8j)

Una mezcla de (Sp)8-(3-piridinil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5j) (0,300 g, 0,5
mmol) y terc-butdxido potasico (0,62 ml, 0,62 mmol, 1 M en THF) en THF (6 ml) en una atmdsfera de argén se agitd a
temperatura ambiente durante 1 h antes de afiadir disulfuro de carbono (0,09 ml, 1,5 mmol). La mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 3 h. El disolvente se retiré parcialmente a presion reducida y se afiadio hexano
hasta que se completo la precipitacion. El precipitado se disolvié de nuevo en agua (9 ml) y se afiadiéo HCI 1,2 M (1,25
ml) a 0 °C. El (Ry)-8-(3-piridinil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico sililado 6j precipitado se recogio por filtracion y
se seco durante una noche a alto vacio. La mayoria de este material (0,180 g, 0,33 mmol) se disolvio en DMF seca (1,5
ml) en una atmésfera de argén y se anadié fluoruro de amonio (0,075 g, 2 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 5 dias y se filtr6. Se afiadid tributilamina (0,111 g, 0,6 mmol) al filirado antes de evaporacion a
presién reducida. El material residual se trituré6 con hexano para retirar el exceso de tributilamina y se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando CH2Cl,:CH3OH:NBus 100:10:1. La sal amonio, que contenia
trazas de tributilamina, se purificé adicionalmente mediante disolucién en CH,Cl; y reprecipitacion mediante la adicion
de éter dietilico; rendimiento 0,100 g (34 % en 5j) de un sdlido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-NHBu3
421,0492. Calc. para Ca7H42N7OsPS-NH(C4Hg)s: 421,0489. RMN "H (CDCls, 300 MHz): & 0,93 (9H, t, J 7,2 Hz, 3 x
CHs), 1,29 - 1,43 (6H, m, 3 x CHy), 1,67 - 1,79 (6H, m, 3 x CH), 2,98 3,06 (6H, m, 3 x CH>), 4,30-4,44 (3H, m, H-4'y
OCH), 5,14 (1H, d, J 5,2 Hz, H-2'), 5,50 - 5,57 (1H, m, H-3"), 5,71 (1H, s, H-1"), 6,00 (2H, s a, NH>), 7,38 - 745(1H m,
H-pyr), 8,03 - 8,09 (1H, m, H-pyr), 8,19 (1H, s, H-2), 8,70 - 8,73 (1H, m, H-pyr), 9,01 (1H, d, J 1,6 Hz, H-pirid). RMN "*C
(CDCls, 75 MHz): 6 13,6 (3 x CH3), 2 0,1 (3 x CH>), 25,2 (3 x CH), 51,9 (3 x CH>), 67,2 (d, J 9,7 Hz, OCHy), 71,6 (d, J
7,4 Hz, CH-4"), 71,8 (d, J 6,5 Hz, CH-2"), 77,2 (d, J" 6,2 Hz, CH - 3'), 92,6 (CH-1"), 120,1, 124,0, 125,7, 137,3, 149,3,
150,6, 151,1, 151,7, 153,3, 155,8.

Ejemplo 65
Sal tributilamonio de (R;)-8-feniladenosin-3',5"-acido fosforotioico ciclico (8k)

Una mezcla de (Sp)-8-(fenil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (5k) (0,250 g, 0,42
mmol) y terc-butdxido potasico (0,52 ml, 0,52 mmol, 1 M en THF (6 ml)) se agité en una atmosfera de argén a
temperatura ambiente durante 1 h antes de afiadir disulfuro de carbono (0,08 ml, 1,26 mmol). La mezcla de reaccién se
agitoé a temperatura ambiente durante 3 h y la mayoria del disolvente se retird por evaporacion. Se afiadié hexano al
residuo asta que se completd la precipitacion. El precipitado solido se disolvié en agua (9 ml) y se afiadio HCI 1,2 M
(1,05 ml) a 0 °C. El producto fue el (Ry)-8-feniladenosin-3',5"-acido fosforotioico ciclico sililado. Parte de este material
(0,210 g, 0,39 mmol) en DMF seca (2 ml) en una atmdsfera de argén y se afiadio fluoruro de amonio (0,100 g, 2,73
mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 5 dias. La mezcla de reaccion se filtro y se anadio
tributilamina (0,144 g, 0,78 mmol) al filtrado. Los materiales volatiles se retiraron por destilaciéon a presion reducida y el
material residual se triturd6 con hexano para retirar cualquier tributilamina libre. El material restante se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando CH2Cl:CH3OH:NBus 100:10:1. La sal amonio, que contenia
tributilamina, se purificé adicionalmente mediante disolucion en CH2Cl» y reprecipitacion con hexano; rendimiento
0,100 g (39 % en 5k) de un solido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-NHBus 420,0534. Calc. para
C2sHasNOsPS- NH(C4Hg)s: 420,0537. RMN 'H (CH30D, 300 MHz): & 0,94 (9H, t, J 7,3 Hz, 3 x CH3), 1,32- 1,41 (6H, m,
3xCH>), 1,59-1,66 (6H, m, 3 x CH>), 3,03 - 3,09 (6H, m, 3 x CHy), 4,10 - 4,15 (1H, m, H-4'), 4,25 - 4,33 (2H, m, OCHy),
4,98 (1H, d, J 5,3 Hz, H-2"), 5,47 - 5,54 (1H, m, H-3'), 5,71 (1H, S, H-1"), 7,52 - 7,55 (3H, m, H-Ph), 7,72 - 7,75 (2H, m,
H-Ph), 8,17 (1H, S, H-2). RMN C (CH50D, 75 MHz): & 13,9 (3 x CHs), 20,9 (3 x CH2), 26,9 (3 x CHy), 54,0 (3 x CHa),
68,4 (d, J 9,7 Hz, OCH,), 72,8 (d, J 7,6 Hz, CH-4"), 73,2 (d, J 5,7 Hz, CH-2'), 77,7 (d, J 6,6 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1"),
130,0, 130,1, 130,1, 130,7, 130,7, 131,9, 151,7, 153,1, 153,9, 157,0.

Ejemplo 66
Sal tributilamonio de (R;)-8-(4-metoxifenil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8l)

Una mezcla de (Rp)-8-(4-metoxifenil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-fenilfosforamidato ciclico (51) (0,300 g,
0,48 mmol) y terc-butdxido potasico (0,6 ml, 0,6 mmol, 1 M en THF) en THF (6 ml) en una atmdsfera de argén se agité
a temperatura ambiente durante 1 h antes de afiadir disulfuro de carbono (0,09 ml, 1,44 mmol). La mezcla de reaccion
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se agitd a temperatura ambiente durante 3 h, momento en el que la mayoria del disolvente se retiré por destilacion a
presion reducida y se afiadio éter dietilico hasta que se completd la precipitacion. El precipitado se disolvié de nuevo
en agua (9 ml) y se afiadié HCI 1,2 M (1,2 ml) a 0 °C. El (R;)- 8-(4-metoxifeniladenosin)-3',5'-acido fosforotioico ciclico
sililado 61 se recogio por filtracion y se secé durante una noche a alto vacio. Una parte del producto secado (0,250 g,
0,44 mmol) se disolvié en DMF seca (2 ml) en una atmdsfera de argén y se afadioé fluoruro de amonio (0,104 g, 2,8
mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 5 dias y se filtr6. Se afiadié tributilamina (0,163 g, 0,88
mmol) al filtrado y el disolvente se retird a presion reducida. El material residual se extrajo con hexano para retirar
cualquier exceso de tributilamina y el residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
CH2Cl2:CH30OH:NBu3 100:10:1. La sal amonio, que contenia un poco de tributilamina libre, se purificd adicionalmente
por disolucion en CHxCl; y precipitacion con hexano; rendimiento 0,130 g (42 % en 5l) de un sdlido de color blanco.
HRMS (electronebulizacion): M-NHBu3450,0648. Calc. para CzoHasNsOsPS-NH(C4Ho)s: 450,0642. RMN 'H (CH50D,
300 MHz): 6 0,93 (9H, t, J 7,3 Hz, 3 x CH3), 1,29 - 1,42 (6H, m, 3 x CHy), 1,58 - 1,69 (6H, m, 3 x CH>), 3,04 - 3,24 (6H,
m, 3 x CHy), 3,81 (3H, S, OCHs), 4,10 -4,17 (1H, m, H-4"), 4,25 - 4,33 (2H, m, O-CHy), 4,97 (1H, d, J 5,3, H-2"), 5,46 -
5,52 (1H, m, H-3'), 5,71 (1H, S, H-1"), 7,0 (2H, d, J'8,6 Hz, 2 x H-Ph), 7,6 (2H, d, J 8,6 Hz, 2 x H-Ph), 8,14 (1H, S, H-2);
RMN "*C (CH;0D, 75 MHz): 14,0 (3 x CHs), 21,0 (3 x CH2), 26,9 (3 x CHz), 54,0 (3 x CH>), 56,1 (OCH3), 68,5 (d, J"9,7
Hz, OCHy), 72,8 (d, J 7,6 Hz, CH-4"), 73,2 (d, J" 5,7 Hz, CH-2"), 77,7 (d, J" 6,6 Hz, CH- 3'), 94,4 (CH-1"), 115,6, 115,6,
119,8, 121,9, 132,2, 151,7, 153,3, 153,4, 156,6, 163,3.

Ejemplo 67
Sal sédica de (Rp)-8-(2-N-metilpirrolil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (9i)

Se disolvié sal amonio de (Rp)-8-(N-metil-2-pirrolil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (5i) (0,100 g, 0,16 mmol) en NaOH
0,1 M en MeOH (1,7 ml). La sal sddica se precipitd mediante la adicion de éter dietilico y se recogio por filtracion;
rendimiento 0,060 g (84 %) de un material s6lido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-Na 423,0630. Calc.
para CisH1sNsOsPS- Na: 423,0646. RMN 'H (CH3;0D, 300 MHz): & 3,86 (3H, S, N- CHa), 4,22 - 4,41 ( 3H, m, H-4'y
OCHy), 5,04 (1H, d, J 5,3 Hz, H-2'), 5,49 - 5,56 (1H, m, H-3'), 5,93 g1H, S, H-1'), 6,25 - 6,29 (1H, m, H-Pir), 6,67 - 6,70
(1H, m, H- Pir), 7,01 - 7,03 (1H, m, H-Pir), 8,22 (1H, s, H-2); RMN "C (CH30D, 75 MHz): & 35,7 (N-CHs), 68,5 (d, J 9,8
Hz, OCHy), 72,8 (d, J"7,6 Hz, CH-4'), 73,1 (d, J 5 .7 Hz, CH- 2), 77,7 (d, J 6,6 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1"), 109,4, 120,1,
121,1, 128,4, 146,3, 151,2, 153,6, 156,8.

Ejemplo 68
Sal sédica de (Ry)-8-(3-piridinil)adenosin-3',5' -acido fosforotioico ciclico (9j)

Sal tributilamonio de (Ry)-8-(3-piridinil)Jadenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8j) (0,100 g, 0,16 mmol) en NaOH 0,1
M en MeOH (1,7 ml). La adicion de éter dietilico precipité la sal sddica; rendimiento 0,057 g (80 %) de un solido de color
blanco material. HRMS (electronebulizacion): M-Na 421,0495. Calc. para C1sH1sNeOsPS-Na: 421, 0489. RMN H
(CH30D, 300 MHz): 6 4,16 - 4,31 (3H, m, H-4'y OCH), 5,03 (1H, d, J 5,1 Hz, H-2'), 5,41 - 5,45 (1H, m, H-3'), 5,64 (1H,
S, H-1'), 7,57 - 7,61 (1H, m, H-pirid), 8,18 - 8,22 (1H, m, H-pirid), 8,19 (1H, s, H-2), 8,68 - 8,71 (1H, m, H- pirid), 8,92
(1H, d, J 1,4 Hz, H-pirid). RMN "*C (CH,0D, 75 MHz): 5 68,3 (d, J 9,4 Hz, OCHy), 72,7 (d, J 1 .1 Hz, CH- 4"), 73,3 (d, J
5,6 Hz, CH-2"), 77,6 (d, J 6,4 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1"), 120,3, 125,3, 127,2, 138,9, 149,7, 150,6, 151,8, 151,9, 154,3,
157,3.

Ejemplo 69
Sal sédica de (Rp)-S-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (9k)

Se disolvio sal tributilamononio de (R)-8-feniladenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8k) (0,100 g, 0,16 mmol) en
NaOH 0,1 M en MeOH (1,7 ml). La sal sodica se precipité al afiadir éter dietilico; rendimiento 0,053 g (75 %) de un
solido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-Na 420,0529. Calc. para C1sH15sNsOsPS-Na: 420,0537. RMN H
(CH30D, 300 MHz): 6 4,16 - 4,40 (3H, m, H-4'y OCH), 5,03 (1H, d, J 5,3 HZ, H-2'), 5,50 - 5,58 (1H, m, H-3), 5,76 (1H,
s, H-1'), 7,57 - 7,60 (3H, m, H-Ph), 7,76 - 7,81 (2H, m, H-Ph), 8,21 (1H, S, H-2). RMN "°C (CH30D, 75 MHz): 5 68,4 (d,
J 9,7 HZ, OCHy), 72,8 (d, J 7,6 Hz, CH-4"), 73,3 (d, J 5,7 Hz, CH-2"), 77,7 (d, J 6,4 Hz, CH-3'), 94,2 (CH-1"), 130,0,
130,1, 130,1, 130,7, 130,7, 131,9, 151,7, 153,1, 154,0, 157,0.

Ejemplo 70
Sal sddica de (Ry)-8-(4-metoxifenil)adenosin-3',5 '-acido fosforotioico ciclico (9l)

Se disolvié sal tributilamonio de (R,)-8-(4-metoxifenil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (81) (0,090 g, 0,14 mmol)
en NaOH 0,1 M en MeOH (1,5 ml). La sal sédica se precipitd mediante la adicion de éter dietilico; rendimiento 0,050 g
(75 %) de un sdlido de color blanco. HRMS (electronebulizacion): M-Na 450,0648. Calc. para C17H17NsOgPS-Na:
450,0642. RMN "H (CH30D, 300 MHz): 5 3,88 (3H, S, OCHs), 4,20 - 4,24 (1H, m, H-4'), 4,25 - 4,39 (2H, m, OCH), 5,02
(1H, d, J 5,3 HZ, H-2"), 5,51 - 5,57 (1H, m, H-3'), 5,76 (1H, s, H-1"), 7,12 (2H, d, J 8,6 Hz, 2 x H-Ph), 7,73 (2H, d, J 8,6
Hz, 2 x H-Ph), 8,21 (1H, S, H-2). RMN "*C (CH30D, 75 MHz): & 56,0 (OCHs), 68,3 (d, J9,7 Hz, OCHy), 72,8 (d, J 7,6 Hz,
CH-4'), 73,2 (d, J 5,7 Hz, CH-2"), 77,7 (d, J 6, Hz, CH-3'), 94,4 (CH-1"), 115,5, 115,5, 119,7, 121,9, 132,1, 132,1, 151,7,
153,2, 153,4, 156,7, 163,2.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2496 946 T3

Ejemplo 71
(Rp)-8-Bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3'5'-N-fosforamidato de bencilo ciclico (10)

Una solucion de sal tributilamonio de 8-bromoadenosin-2'O-(terc-butil-dimetilsilil)-3',5'-acido fosférico ciclico (2) (2,14
g, 3,0 mmol) en CH,Cl, (5 ml) se afiadié gota a gota a una solucién de cloruro de oxalilo (0,31 ml, 3,6 mmol) y DMF
(0,28 ml, 3,6 mmol) en THF (15 ml) a 0 °C. Se afiadié bencilamina (15 mmol, 1,64 ml) después de 3 0 min y la mezcla
se agité durante 10 min a 0 °C y durante 2 h a temperatura ambiente, se diluyé con CHCI3; (50 ml) y se lavé con
NaHCOs3; (ac.) saturado (2 x 15 ml). La fase organica se secod (MgSO.), el disolvente se retiréd por destilacion y el
residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida usando CH,Cl>:MeOH 3:97 y 5:95; rendimiento 1,28 g (67 %) de un
solido de color blanco. EM (electronebulizacion): 611,2/613,2; RMN ¥p (CDCl3, 121 MHz): 6 8,29; RMN H (CDCls,
300 MHz): 6 0,011 (3H, s, Si-Me), 0,014 (3H, s, Si-Me), 0,82 (9H, s, Si-tBu), 4,12 - 4,21 (3H, m), 4,39 - 4,68 (3H, m),
4,97 (1H, d, J5,1 Hz), 5,54 - 5,60 (1H, m), 5,88 (1H, s), 6,50 (2H, s a, NH>), 7,19 - 7,33 (5H, m), 8,04 (1H, S, H-2). RMN
'°C (CDCl3, 75 MHz): 5 -5,2, -4,8, 18,0, 25,5, 45,2, 68,2 (Jp 6,9 Hz), 71,2 (Jr 4,2 Hz), 72,9 (Jr 8,3 Hz), 76,2 (Jr 3,6 Hz),
93,4, 118,3, 127,0, 127,4, 128,5, 137,3, 138,7 (Jr 6,5 Hz), 149,9, 153,4, 154,6.

Ejemplo 72
(Rp)-8-(2-Furil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)- 3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11a)

Una solucion de Pd(OAc), (60 mg, 0,27 mmol) y PPh3 (142 mg, 0,54 mmol) en DMF (8 ml) en una atmésfera de argon
se agitdé a 50 °C durante 15 min antes de afiadir 2-(tri-n-butilestanil)furano (0,63 ml, 2,0 mmol). Posteriormente, se
afadié una solucidén de (Sp)8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-N-bencilfosforamidato ciclico (10) (800
mg, 1,3 mmol) en DMF (10 ml). La mezcla se agité a 85 °C durante 2,5 h. El disolvente se retir6 por destilacion y el
residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice, usando CH;Cl,:MeOH 3:97 y 5:95; rendimiento
636 mg (80 %) de un sdlido de color blanco. EM (electronebulizacion): 599,2; RMN *'P (CDCls, 121 MHz): & 8,08; RMN
'H (CDCls, 300 MHz): 5 0,00 (3H, s, Si-Me), 0,04 (3H, s, Si-Me), 0,82 (9H, s, Si-tBu), 4,02 - 4,09 (1H, m) 4,17 - 4,29 (3H
m), 4,41-4,65 (2H m), 5,16 (d, J 5,2 Hz), 5,79 (1H, J 1,8, 5,2 Hz,), 6,31 - 6,34 (3H, s + s a), 6,62 (1H, c, J 1,8 Hz,), 7,14
(1H, dd, J 0,6, 3,5 Hz,), 7,25 - 7,38 (5H, m), 7,65 (1H, dd, J 0,6, 1,8 Hz), 8,25 (1H, s, H-2); RMN "°C (CDCls, 75 MHz):
0-5,3,-4,7,18,0,25,5,45,3,68,4 (Jp 7,2 Hz), 71,3 (Jp 4,3 Hz), 73,1 (Jp 8,5 Hz), 77,2, 94,2, 112,1, 114,1, 119,7, 127 1,
127,5, 128,6, 138,8 (Jp 6,5 Hz), 141,7, 143,5, 144,8, 150,2, 153,1, 155,3.

Ejemplo 73
Sal amonio de (Ry)-8-(2-furil)adenosin-3 ',5'-acido fosforotioico ciclico (7a)

Una solucion 16 M de nBuLi en hexano (0,25 ml, 0,39 mmol) a wuna solucién de
(Sp)8-(2-furil)adenosin-2'0O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11a) (200 mg, 0,33 mmol) en
THF (4 ml) a-78 °C. La mezcla se agitd durante 10 min a esta temperatura antes de afiadir disulfuro de carbono (0,06
ml, 1,0 mmol) y el bafio de refrigeracion se retird. La mezcla se agité durante 3 h a temperatura ambiente. El volumen
del disolvente se redujo a aproximadamente 1 ml antes de afiadir hexano (40 ml). El precipitado se recogid y se
disolvié en DMF seca (2 ml) y se afiadio fluoruro de amonio (75 mg, 2,0 mmol). La mezcla se agitdé en una atmdsfera de
argon a 40 °C durante 48 h. El disolvente se retird por destilacion y el producto en bruto se purificé por cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice usando iPrOH:EtOAC:H20:NH3 (ac.) 7:7:1:1; rendimiento: 106 mg (74 %) de un solido
de color blanco. Los datos espectroscopicos fueron como se han registrado previamente.

Ejemplo 74
(Rp)-B-(3-furil)adenosin-3',5'-fosforotioato ciclico de S-4-(isobutiriloxi)bencilo (12)

Se disolvio sal amonio de (Ry)-8-(3-furil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico (7c) (0,2 mmol) en metanol (12 ml) y
se afadi6 trietilamina (0,3 mmol). La evaporacion de la mezcla de reaccion al vacio dej6 la sal amonio de
(Rp)-8-(3-furil)adenosin-3',5'-acido fosforotioico ciclico. Parte de este producto (70 mg, 0,16 mmol) y yoduro de 4-
(isobutiriloxi)bencilo (73 mg, 0,24 mmol) en DMF (2 ml) se agitaron a temperatura ambiente durante 48 h. El disolvente
se retird por evaporacion y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
CH2Cl>:MeOH 3:97 y 5:95; rendimiento: 38 mg (40 %) de un solido de color blanco. EM (electronebulizacion): 588,2;
RMN *'P (CDCls, 81 MHz): & 27,1; RMN "H (CDCl3, 200 MHz): 5 1,26 (6H, d, J 1,0 Hz), 2,75 (1H, Sep, J 7,0 Hz), 4,08
(1H, S), 4,16 (1H, s), 4,34 - 4,50 (3H, m), 5,26 (1H, d, J"4,8 Hz), 5,67 - 5,74 (1H, m), 5,91 (1H, S), 6,46 (2H, s a), 6,80
(1H, S,), 6,98 (2H, d, J 8,5 Hz,), 7,34 (2H, d, J 8,5 Hz,), 7,92 (1H, s), 8,13 (1H, s).

Ejemplo 75
(Rp)-8-(4-Fluorofenil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11m)

Una mezcla de Pd(OAc); (0,037 g, 0,163 mmol) y PPh3 (0,091 g, 0,348 mmol) en NMP (4 ml) se agit6 a 50 °C hasta
que la solucién se hubo vuelto de color rojo oscuro. Se afiadieron una solucion de 8-bromoadenosin-2'O-
(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (10) (0,500 g, 0,81 mmol) en NMP (2 ml) y
1-tributilestanil-4-fluorobenceno (0,623 g, 1,62 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 130 - 135 °C durante 8 h, se
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dejo enfriar a temperatura ambiente, la NMP se retir6 a presion reducida y el material residual se sometié a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 7,5 % en CH2Cl». El producto fue un material sélido de
color blanco que contenia trazas de residuos de organoestafo que se retiraron por disolucién del producto en CH»Cl,
y re-precipitacion mediante la adicion de hexano; rendimiento 0,248 g (49 %); RMN "H (CH30D, 300 MHz): 5-0,17 (3H,
s, CHs), -0,11 (3H, s, CH3), 0,62 (9H, S, C(CHj3)3), 4,06 (2H, d, J 12,5 Hz, C¢HsCHy), 4,12 - 4,21 (1H, m, H-4'), 4,44 -
4,59 (2H, m, OCHy), 5,05 (1H, d, J" 5,3 Hz, H-2'), 5,63 - 5,70 g1H, m, H-3'), 5,71 (1H, S, H-1"), 7,15 - 7,33 (7TH, m, 7 x
H-Ph), 7,71 - 7,76 (2H, m, 2 x H-Ph), 8,21 (1H, s, H-2). RMN ™C (MeOH, 75 MHz): 5 -5,2 y -4,5 (2 x CH3), 18,9 (Si-C),
25,9 (3 x CH3), 45,9 (NHCH>), 69,8 (d, J 7,2 Hz, OCHy), 72,5 (d, J 4,4 Hz, CH- 4'), 74,2 (d, J 8,3 Hz, CH-2"), 78,1 (d, J
3,8 Hz, CH-3'), 95,6 (CH-1"), 117,1, 117,4, 120,0, 126,1, 126,1, 128,1, 128,1, 128,4, 132,9, 133,0, 140 .8, 140,85,
151,5, 151,6, 154,2, 157,2, 164,0.

Ejemplo 76
Sal tributilamonio de (R;)-8-(4-fluorofenil)-3',5"-acido fosforotioico ciclico (8m)

Se anadi® nBuLi 1,6 M en hexano (0,27 ml, 043 mmol) a una solucion de
(Rp)-8-(4-fluorofenil)adenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11m) (0,250 g, 0,39
mmol) en THF (6 ml) a -78 °C. La mezcla se agitd en una atmosfera de argén, a-78 °C, durante 10 min antes de afadir
CS; (0,08 ml, 1,24 mmol). La mezcla de reaccion se agité a -78 °C durante 20 min y a temperatura ambiente durante 2
h. La mayoria del disolvente se retird por destilacion y se afiadié hexano hasta que se completé al precipitacion. El
precipitado se disolvié en agua (9 ml) y se afiadié HCI 1,2 M (1,1 ml) a 0 °C. Se precipité (Rp)-8-(4-Fluorofenil)-2'0-
(terc-butildimetilsilil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (6m). El acido tioico secado (0,150 g, 0,27 mmol) se disolvio en
DMF seca (1,5 ml), se afadié fluoruro de amonio (0,070 g, 1,9 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 5 dias. La mezcla de reaccion se filtré y se afiadié tributilamina al filtrado hasta que se obtuvo una solucién
transparente. El material volatil se retiréd por destilacion del filtrado, el material residual se extrajo con hexano para
retirar el exceso de tributilamina y el material restante se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando CHCl,:CH3OH:NBus 100:10:1. La sal amonio, que contenia tributilamina, se purificé adicionalmente por
disolucién en CH2Cl; y reprecipitacion mediante la adicion de hexano; rendimiento 0,065 g (38 % en 11m) de un sdlido
de color blanco material. RMN 'H (CHs0D, 300 MHz): 6 0,90 (9H, t, J 7,3 Hz, 3 x CH3), 1,31 - 1,40 (6H, m, 3 x CHy),
1,56 - 1,65 (6H, m, 3 - CH>), 3,04 - 3,15 (6H, m, 3 - CH,), 3,87 - 3,92 (1H, m, H- 4'), 4,04 - 4,32 (2H, m, OCH), 5,02 (1H,
d, J 5,3 Hz, H- 2'), 5,40 - 5,48 gH, m, H-3'), 5,68 (1H, s, H-1"), 7,22 - 7,27 (2H, m, 2 x H-Ph), 7,73 - 7,78 (2H, m, 2 x
H-Ph), 8,16 (1H, s, H-2). RMN "°C (MeOD, 75 MHz): 5-5 .2 (CH;0D) 13,9 (3 x CH3), 20,9 (3 x CHy), 26,7 (3 x CHz), 53,9
(3 x CH>), 68,2 (d, J 9,6 Hz, OCH>), 72,8 (d, J 7,6 Hz, CH-4"), 73,4 (d, J 5,7 Hz, CH-2"), 78,7 (d, J" 6,4 Hz, CH-3'), 94,5
(CH- 1", 116,9, 116,9, 119,8, 126,2 132,9, 132,9, 151,6, 153,3, 153,9, 156,9, 163,9.

Ejemplo 77
Sal sddica de (Rp)-8-(4-fluorofenil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (9m)

Se disolvié sal tributilamonio de (Rp)-8-(4-fluorofenil)-3',5'-acido fosforotioico ciclico (8m) (0,050 g, 0,11 mmol) en
NaOH 0,1 M en MeOH (1,1 ml). La sal sédica se precipité mediante la adicion de hexano; rendimiento 0,027 g (51 %)
de un material sélido de color blanco. RMN 'H (CH30D, 300 MHz): 6 4,20 - 4,41 (3H, m, H-4'y OCH>), 5,08 (1H, d, J5,4
Hz, H-2'), 5,51 - 5,58 (1H, m, H-3"), 5,75 (1H, S, H-1"), 7,29 - 7,34 (2H, m, 2 x H-Ph), 7,80 7,86 (2H, m, 2 x H-Ph), 8,23
(1H, s, H-2); RMN "*C (MeOD, 75 MHz): 5 68,3 (d, J 9,3 Hz, OCH,), 72,9 (d, J 7,8 Hz, CH-4"), 73,2 (d, J 5,6 Hz:, CH-2"),
77,6 (d, J 6,5 Hz, CH-3'), 94,1 (CH-1"), 116,9, 117,2, 119,8, 126,2, 132,9, 132,9, 151,6, 153,2, 153,9, 156,9, 163,8.

Ejemplo 78
(Rp) 8-(2-Tienil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11b)

Una solucion de cloruro de 2-tienilcine (0,3 ml, 1 M, 0,3 00 mmol) en THF (2 ml) se afiadid, en una atmosfera de argoén,
a una solucion de (S) 8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (10) (0,122 g,
0,200 mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0,046 g, 0,040 mmol) en THF (2 ml). La mezcla de reaccion se calentd a
reflujo suave durante 3 h. Se afiadieron una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio (3 ml) y diclorometano (10
ml) a la mezcla de reaccion fria y la fase organica se extrajo con salmuera saturada (2 x 3 ml), se secé (MgSO.) y los
disolventes se retiraron por destilacion. El material residual se sometio a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando MeOH:CH,Cl; 1:2 0; rendimiento 0,059 g (48 %). RMN *'P (CDCls, 81 MHz): & 8,3. RMN "H (CDCls, 200 MHz):
50,11 (6H, S, CHsSi), 0,88 (9H, s, (CH3)3C), 4,2 - 4,7 (5H, m, H4 ' H5' PhCHy), 5,08 (1H, d, J 5,1 Hz, H2"), 5,28 (1H, S,
NH), 5,5-5,6 (1H, m, H3"), 5,94 (1H, S, HI'), 6,53 (2H, s a, NH2), 7,09 (1H, dd, J 4,0, 5,6 Hz, H4-tienilo), 7,2 - 7,4 (7H,
m, H-Ar), 8,10 (1H, s, H2). La reaccion posterior, por ejemplo tiacion con disulfuro de carbono y una base fuerte y
desililacion, condujo al acido tioico 7b.

Ejemplo 79
Preparacion de capsulas para administracion oral

Sal de amonio del acido (Rp)-8-(2-furil) adenosin-3',5' ciclico fosforotioico (Ejemplo 73) - 50 mg
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Lactosa -c.s.

El polvo se mezcld y se cargd en capsulas (capsulas de tamario 0).

Ejemplo 80

Preparacion de formulacion para inyeccion

Sal de sodio del acido (Rp)-8-(4-fluorofenil)-3', 5-ciclico fosforotioico (Ejemplo 77) - 25 mg
Cloruro de sodio - c.s.

Agua purificada -afiadir 5 ml

Se preparo una solucion isoténica de sal de sodio del acido (Rp)-8-(4-fluorofenil)-3',5' ciclico fosforotioico disolviendo
en agua este compuesto y cloruro de sodio. La soluciéon se cargd en un vial de 5 ml y se sometié a autoclave. El
producto contiene 5 mg de sal de sodio del acido (Rp)-8-(4-fluorofenil)-3',5'- ciclico fosforotioico por ml.

Ejemplo 81

Determinacion de valores Clso de nuevos analogos de Rp-AMPSc en un ensayo in vitro de activacion de la enzima PKA
de tipo la (ensayo quinasa Cook)

El proposito del siguiente analisis fue la clasificacion de nuevos analogos de Rp-AMPSc como antagonistas o
agonistas del complejo holoenzimatico de Tipo | (Rla/Ca) de la proteina quinasa dependiente de AMPc vy la
determinacion de los valores CEsp utilizando un ensayo de supresion o de activacion basado en un ensayo
espectrofotométrico de Cook.

Exploracion de analogos de Rp-AMPSc para antagonistas y agonistas:

En primer lugar, se exploraron nuevos analogos de Rp-AMPSc en un ensayo de activacion utilizando la holoenzima
Rloe 10 nM y 10 uM de cada analogo de Rp-AMPSc para ensayar la activacion. Para caracterizar en detalle las
propiedades antagonistas de los analogos de Rp-AMPSc se utilizé un ensayo de supresion. La holoenzima Rla 10 nM
se activé parcialmente (80 %) por adicion de 1 uM de Sp-8-Br-AMPSc (en mezcla de ensayo durante 3 minutos).
Después la holoenzima se reconstituyd por adicion de antagonista Rp-AMPSc (concentraciones en aumento, tiempo
de incubacion de cinco minutos antes de comenzar el ensayo con kemptide). Los antagonistas bloquearon después la
union y la activacion de la PKA por Sp-8-Br-AMPSc por antagonismo competitivo y produjeron una disminucion en la
actividad quinasa.

Determinacion de la CEsp para analogos de Rp-AMPSc frente a la PKA de tipo lo:

Utilizando el ensayo de supresion basado en el ensayo espectrofotométrico de Cook y diferentes concentraciones de
analogos de Rp-AMPSc que variaban de pM a mM se determinaron valores de CEsg para antagonistas. Se realizaron
al menos 10 mediciones por duplicado por analogo utilizando la holoenzima Rla. parcialmente activada (10 nM) en
Sp-8-Br AMPSc 1 pM (activacion del complejo del 80 %). Se realizaron preincubaciones de cinco minutos antes de
afadir kemptide para permitir la reconstruccion del complejo holoenzimatico para compuestos con propiedades
antagonistas. Los nuevos compuestos se compararon con Rp-8-Br-AMPSc en el ensayo.

Se determind la constante de activacion de la holoenzima Rla con AMPc. Después de una preincubacion de 3 minutos
de concentraciones en aumento de AMPc con holoenzima Rla 10 nM en mezcla de ensayo la reaccion se inicié por
adicion de 200 yM de kemptide. La DO34 se monitorizd durante 1 minuto y la pendiente (ADOs40/min) se representd
como una correlacion directa para la actividad relativa de la subunidad catalitica activada. La CEso fue de 88 nM.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(2-furil)-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clsp 0 CEsg) de Rp-8-(2-furil)-AMPSc fue de 238, 337 y 360 nM en tres experimentos en
este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(2-tienil)~-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEso) de Rp-8-(2-tienil)-AMPSc fue de 449 nM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(3-furil)-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-(3-furil)-AMPSc fue de 607 nM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(3-tienil)~-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (C150 o CE50) de Rp-8-(3- tienil)- AMPSc fue de 739 nM en este sistema de ensayo.

Se estudid la inversa de la activacion PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-fenil-AMPSc. El efecto antagonista
medio maximo (Clsg 0 CEsg) de Rp-8-fenil-AMPSc fue de 1058 uM en este sistema de ensayo.
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Se estudid la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-acetil-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-acetil-AMPSc fue de 1,58 uM en este sistema de ensayo.

Se estudié la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-etoxivinil-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-etoxivinil-AMPSc fue de 2,4 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(2-Br-5-furil)-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-(2-Br-5-furil)- AMPSc fue de 2,9 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-etil-F-AMPSc. La mitad del maximo
efecto antagonista (Clsp 0 CEsg) de Rp-8-etil-AMPSc-AMPSc fue de 6,13 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-metil-AMPSc. La mitad del maximo
efecto antagonista (Clsp 0 CEsgp) de Rp-8-Me-AMPSc fue de 8,76 uM en este sistema de ensayo.

Se estudid la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por el compuesto previamente conocido
Rp-8-Br-AMPSc. La mitad del maximo efecto antagonista (Clsp 0 CEsg) de Rp 8-Br-AMPSc fue de 1202 nM en este
sistema de ensayo y de 1350 nM en promedio en diversos experimentos (n=3).

Se estudi6 la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(3-pirrol)-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsg) de Rp-8-(3-pir) -AMPSc fue de 3,61 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(5-metil-2-furil)-AMPSc. La mitad
del maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-(5-Me-2- furil)-AMPSc fue de 1,16 M en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc inversa por Rp-8-benzofuril-AMPSc. La
mitad del maximo efecto antagonista (Clsp 0 CEsp) de Rp-8-Me-AMPSc fue de 2,78 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(5-hidroximetil-2-furil)}-AMPSc. La
mitad del maximo efecto antagonista (Clsp 0 CEsp) de Rp-8-(5- MeOH-2-furil)-AMPSc fue de1,98 uM en este sistema
de ensayo.

Ejemplo 82

Determinacion de valores de Clso de nuevos analogos de Rp-AMPSc en un ensayo in vitro de activacion enzimatica de
PKA de tipo lla. (ensayo quinasa de Cook)

Para caracterizar selectivamente el perfil de los compuestos antagonistas para la diana farmacoldgica preferida (PKA
de tipo la) frente a otras enzimas PKA que preferentemente no deben inhibirse cuando dirigen la PKA de tipo la a
inmunoestimulacion, los valores de CEsp de algunos compuestos seleccionados frente a la PKA de tipo lla se
determinaron utilizando el ensayo de supresion basado en el ensayo espectrofotométrico de Cook.

Determinacion de la CEsg de analogos de Rp-AMPSc frente a la PKA de tipo lla: Se realizaron al menos 10 mediciones
por duplicado por analogo utilizando la holoenzima Rlla parcialmente activada (10 nM) en 1 uM de Sp-8-Br AMPSc
(activacion del 75 % del complejo).

Para permitir la reconstruccion del holocomplejo se realizaron preincubaciones de cinco minutos antes de anadir
kemptide.

Se determind la constante de activacion de Holo Rlla con el agonista Sp-8-Br-AMPSc. Después de una preincubacion
de 3 minutos de concentraciones en aumento de AMPc con holo Rlla. 10 nM en mezcla de ensayo la reaccion se inicié
por adicion de 200 uM de kemptide. La DOsso se monitorizd durante 1 minuto y la pendiente (ADOss/min) se
representd como una correlacién directa para la actividad relativa de la subunidad catalitica activada. La CEso fue de
294 nM.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA de tipo Il mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-(2-furil)-AMPSc. La mitad
del maximo efecto antagonista (Clso 0 CEso) de Rp-8-(2- furil) -AMPSc fue de 11,6 y de 16,7 pM en dos experimentos
en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA de tipo Il mediada por Sp-8-Br-AMPc por Rp-8-fenil-AMPSc. La mitad del
maximo efecto antagonista (Clso 0 CEsp) de Rp-8-fenil- AMPSc fue de 48,6 uM en este sistema de ensayo.

Se estudio la inversa de la activacion de PKA de tipo Il mediada por Sp-8-Br-AMPc por el compuesto previamente
conocido Rp-8-Br-AMPSc. La mitad del maximo efecto antagonista (Clso 0 CEso) de Rp-8-Br-AMPSc fue de 14,9 uM en
este sistema de ensayo.
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Ejemplo 83

Determinacion de valores de CEsp de nuevos analogos de Rp-AMPSc que se unen a la PKA de tipo la. en un ensayo in
vitro de union a ligando competitivo (ensayo Biacore)

El proposito de este experimento fue evaluar las propiedades de analogos de AMPc que actian como antagonistas del
complejo holoenzimatico de tipo | (RIa/Ca) de la proteina quinasa dependiente de AMPc en un ensayo de competicion
y union en superficie basado en terminologia Biacore y determinar los valores de CEsp para determinar los efectos
antagonistas por este método de union a ligando que es independiente del ensayo de actividad enzimatica.

Ensayo competicion en superficie con antagonistas de holo Rla:

El ensayo de competicion en superficie Biacore se disefié como un método alternativo al ensayo de Cook basado en
actividad. Este ensayo permite medir la uniéon de antagonistas independientemente de la actividad quinasa para
determinar valores de CEsp para analogos de AMPc que se unen especificamente a distintos dominios de union del
AMPc dentro del complejo holoenzimatico. Por lo tanto, ambos ensayos, basados en actividad o en union produjeron
informacion complementaria sobre el mecanismo de cémo la unién a antagonistas impide la activacion del complejo
holoenzimatico.

Para estos estudios fue necesario capturar no solo la subunidad reguladora sobre las superficies detectoras agonistas
(es decir, 8- AHA AMPc), sino inmovilizar todo el complejo holoenzimatico dirigido al sitio mediante ligandos
antagonistas (es decir, Rp-8AHA AMPSc). Esto facilita la determinacion de los valores de CEsg para antagonistas que
se unen al complejo holoenzimatico o a sitios Unicos de las subunidades reguladoras. El complejo holoenzimatico se
incubara con diferentes cantidades de antagonista antes de la inyeccion en la superficie de la microplaca. La unién de
antagonistas producira una sefial de union reducida sobre la superficie de la microplaca (competicién en superficie)
dando valores de CEso para los antagonistas. Sin embargo, si el holo complejo se disocia después de unirse a la
superficie del ligando debido a las propiedades agonistas parciales del ligando, la sefial de unién resultante sera menor
de la esperada y la disociacion puede alterar el valor de CEsp observado para el antagonista. Estos diversos
experimentos tuvieron que realizarse para validar si la holo Rla. 0 solo la Rla se unia durante la asociacion al Rp-8-AHA
AMP o a la superficie del 8-AMA AMPc

Por esta razén se ensayo la unién de la holo Rla sobre las dos superficies diferentes, la superficie de 8-AHA AMPc y de
Rp 8AHA AMPSc usando dos condiciones diferentes. En presencia de ATP y Mg las subunidades reguladoras y
cataliticas se unen estrechamente y forman el complejo holoenzimatico, mientras que en presencia de EDTA, que
quela los iones Mg, la afinidad es significativamente menor y se facilita la disociacion del complejo. Durante la
asociacion de una solucién holoenzimatica Rla. 10 nM se obtuvo una sefial de respuesta de 900 UR en la superficie de
Rp-8-AHA AMPSc. En la superficie de 8-AHA AMPc se obtuvo menos de la mitad de esta sefial, lo que indica que
solamente la subunidad Rla de la holoenzima se unia a la superficie de 8-AHA AMPc o que durante la union de la
holoenzima el complejo se disociaba dejando solamente la subunidad Rla unida a la superficie de la microplaca.
Cuando se afiadi6 EDTA 10 mM a la holoenzima para facilitar la disociacion del complejo antes de la inyeccion,
solamente se unieron 250 UR tanto a la superficie de Rp-8-AHA AMPSc como a la de 8-AHA AMPc, lo que podria
deberse solo a la unién de la subunidad Rlo. Cuando se afiadié un exceso de antagonista (Rp-8-Br AMPSc 10 uM o
Rp-8-(2-furil) AMPSc 10 uM) a la holoenzima, la union del holocomplejo se bloqued por completo en la superficie de
Rp-8-AHA AMPSc, mientras que no se observé ningun efecto en la unién a la superficie de 8-AHA AMPc.

Para determinar los valores CEsg de antagonistas, se incubaron diferentes concentraciones de antagonistas con holo
Rlo. 10 nM y se inyectaron sobre las dos superficies de deteccion. Solo fueron detectable efectos competitivos de
Rp-8-(2furil) AMPSc y Rp-8-Br AMPSc en la superficie de Rp-8AHA AMPSc, mientras que la union a 8-AHA AMPc no
se vio afectada por ninguna concentracion de antagonista. Las CEsp resultantes se determinaron en la superficie de
Rp-8-AHA AMPSc. Con una CEsg de 377 nM para Rp-8-(2-furil) AMPSc y una CEsg de 2,9 uM para Rp-8-Br AMPSc
estos datos son similares a los valores CEsp estimados por el ensayo de Cook en estudios previos (CEsq = 349 nM para
Rp-8-(2-Furil) AMPSc y CEsg = 1,3 uM para Rp-8-Br AMPSc). El Rp-8-(3-Furil) AMPSc se analizé de la misma manera
y tuvo un valor CEsp 0 de 743 nM (ensayo de Cook 607 nM) . En consecuencia se puede llegar a la conclusion de que
el ensayo de antagonista de unidn a ligando en Biacore produce resultados comparables a los de los datos basados en
ensayos de actividad.

Se realizaron ensayos de unidon de competencia en las superficies de Rp-8-AHA AMPSc y 8-AHA AMPc con Holo Rla
10 nM, Holo Rla en EDTA 10 mM y Holo Rla en presencia de 10 uM de antagonistas Rp-8- Br AMPSc o Rp-8-2-Furil
AMPSc. Se registraron tiempos de asociacion y disociacion de 5 minutos a un caudal de 10 pl/min.

Inyecciones de Holo Rla. 10 nM con Rp-8-(2-Furil) AMPSc 3,9 nM-8 uM y Rp-8-Br AMPSc 19 nM-38,4 uM que se unian
a las superficies detectoras de Rp-8-AHA AMPSc y 8-AHA AMPc produjeron tiempos de asociacion y disociacion de 5
minutos a un caudal de 10 pl/min.

Se determinaron los valores de CEsg del antagonista Rp-8-(2Furil) AMPSc sobre la superficie de Rp-8-AHA AMPSc; la
sefial de union de Holo Rla después de un tiempo de asociacion de 5 minutos a un caudal de 10 pl/min se representé
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frente al log de la concentracion del antagonista. La CEsp se determiné como 377 nM.

Se determinaron los valores de CEs del antagonista Rp-8- (3Furil) AMPSc sobre la superficie de Rp-8-AHA AMPSc ; la
sefial de union de Holo Rla después de un tiempo de asociacion de 5 minutos a un caudal de 10 pl/min se representé
frente al log de la concentracion del antagonista. La CEsp se determind como 743 nM.

5 Se determinaron los valores de CEsp del antagonista previamente conocido Rp-8-Br- AMPSc sobre la superficie de
Rp-8-AHA AMPSc; la sefial de union de Holo Rla después de un tiempo de asociacién de 5 minutos a un caudal de 10
pl/min se represento frente al log de la concentraciéon de antagonista. La CEsp se determind como 2,6 puM.

Resumen de resultados de caracterizacion biolégica in vitro

La Tabla 1 proporciona una vision global de los datos del ensayo de Cook para la actividad enzimatica de PKA de tipo

10 lo.
TABLA 1
Analogos de Rp AMPSc Antagonista | Agonista Inhibicién CEso Fuerza relativa*
Rp-8- (2-furil) AMPSc si no 3,19E-07 4,24
Rp-8-(2-tienil) AMPSc si no 4 49E-07 3,01
Rp-8-(3-furil)AMPSc si no 6,07E-07 2,23
Rp-8-(3-tienil) AMPSc si no 7,39E-07 1,83
Rp-8-Phe AMPSc si no 1,06E-06 1,28
Rp-8-(5-Me-2-furil) AMPSc si no 1,16E-06 1,17
Rp-8-Br AMPSc (3x) si no 1,35E-0 6 1,00
Rp-8-Acetil AMPSc si no 1,58E-06 0,86
Rp-8- (5-MeOH-2-furil)AMPSc si no 50 % de inhibicién a 1,98E- 06| 0,68
Rp-8-(1-etoxivinil) AMPSc si no 2,40E-06 0,56
Rp-8-benzofuril AMPSc si no 2,78E-06 0,49
Rp-8-(2-Br-5- furil) AMPSc si* no 50 % de inhibiciéon a 3E-06 0,45
Rp-8-(3-Pir)AMPSc si no 3,61E-06 0,37
Rp-8-Et AMPSc si no 6,13E-06 0,22
Rp-8-Me AMPSc si no 8,72E-06 0,16
*antagonistas relacionados con Rp-8Br-AMPS
La tabla 2 proporciona una vision global de los datos del ensayo de Cook para la actividad enzimatica de PKA de tipo
Il en comparacién con los datos de activacion para la PKA de tipo la para los compuestos seleccionados y muestra
15 los perfiles de selectividad.
TABLA 2
Holo Rlla
ﬁnMéll%gcos de Rp Antagonista Irglhallﬁc:;i)n Agonista I(r)mEleicién f*uerza relativa 85222:1/* .
Sp-8Br AMPSc no si 4 65E-07
Rp-8 (2-furil) AMPSc | si 59 % no 1,16E-05 1,28 32
Rp-8Br AMPSc si 79 % no 1,49E-05 1,00 12
Rp-8-Fe AMPSc si 61 % no 4,86E-05 0,31 46
* % del efecto antagonista con Sp-8Br-AMPSc 1 uM a 250 uM de analogo de Rp-AMPSc
** antagonista relacionados con Rp-8-Br-AMPSc
20 *** selectividad para PKA de tipo | (CEso de PKA de tipo Il/ CEso de PKA de tipo I)
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La tabla 3 muestra datos del ensayo de Cook para la actividad enzimatica de PKA de tipo la. en comparacion con los
datos del ensayo de competicion de unidn a ligando (ensayo Biacore) con compuestos seleccionados.

TABLA 3
antagonista Cook holo Rla| Biacore holo Rla| Cook holo Rlla Biacore holo Rlla
Rp-8(2-furil)AMPSc 349 nM 377 nM*
Rp-8 (3-furil) AMPSc | 607 nM 743 nM*
Rp-8Br AMPSc 1,3 uM 2.9 iM” 14,9 uM 10,8 uM (superficie Rp-8-AHA)
p TaY (holo 10 nM) Y 0 W p p
Rp-8Br AMPSc 1,3 uM 2:4 iM” 14,9 uM 21,2 uM (superficie 8-AHA)
p Rt (holo 2 M) O 2 p
Ejemplo 84

Ensayo preclinico en linfocitos T humanos, ensayo clinico ex vivo en linfocitos T HIV+.

Se caracterizaron analogos de AMPc con respecto a sus propiedades agonistas o antagonistas, fuerzas y efectos
toxicos utilizando un ensayo en el que fue posible evaluar los efectos de los compuestos sobre la proliferacion de
linfocitos T. Se activaron linfocitos T periféricos humanos para su proliferacion en una forma policlonal por
entrecruzamiento de los marcadores de superficie CD3. Las célula se expusieron a concentraciones crecientes de
diversos nuevos analogos de AMPc en ausencia y presencia del agonista de PKA de tipo | Sp-8-Br-AMPSc, afiadido
para imitar el nivel elevado de AMPc en linfocitos T de individuos infectados por VIH.

Basandose en la configuracion Rp de su fosforo quiral, podria esperarse que los compuestos mostrasen propiedades
antagonistas. Los compuestos ensayados eran derivados de Rp-8-Br-AMPSc con sustituciones en la posicion 8 del
anillo de adenina. Esta posicion es un centro de extraccion de electrones que proporciona selectividad dirigida a
farmacos. Era de esperar que las modificaciones en esta posicién produjeran compuestos con una afinidad mas fuerte
por la unién al sitio B sobre la subunidad R de la PKA de tipo | y por tanto mayor fuerza y selectividad mejorada.

La Tabla 4 resume las propiedades de compuestos analogos de AMPc ensayados usando linfocitos T primarios
humanos. Se realizaron diversas modificaciones de la molécula AMPc en diversas posiciones, pero hasta ahora
ninguna condujo a ninguna mejora en cuanto a la fuerza y selectividad en comparacién con el compuesto de partida
Rp-8-Br-AMPSc detectado usando ensayos de proliferacion de linfocitos T. Sin embargo, algunos compuestos (véase
la Tabla 4) mostraron ser mas fuertes que el compuesto de referencia Rp-8-Br-AMPSc cuando se ensayaron
directamente sobre la holoenzima PKA de tipo | usando un ensayo enzimatico (véase la Tabla 4).

TABLA 4

Ensayo ex vivo en linfocitos T
Compuesto Nl’Jm,ero de Propiedgdes PropieQades Fuerza relativa®

analogo antagonistas agonistas
Rp-8-Br-AMPSc LA-1001 Si No 1,00
Sp-8-Br-AMPSc - No Si 1,00
Rp-8-(2-FU)-AMPSc LA-3026 LA-3001 Si No 0,37
Rp-8-(2-Br-5-FU)-AMPSxc LA-3027/LA-3002 Si No 0,19
Rp-8-cPA-AMPSc LA-3028 Si No 0,04
Rp-8-Fe-AMPSc LA-3003 Si No 0,09
Rp-8-EtVin-AMPSc LA-3004 Si No 0,26
Rp-8-Me-AMPSc LA-3005 Si No 0, 69
Rp-8-Ac-AMPSc LA-3006 Si No 0,43
Rp-8-Et-AMPSc LA-3007 Si No 0, 63
Rp-8-(1-OHEt)-AMPSc LA-3008
Rp-8-(3-FU)-AMPCS LA-3009 Si No ensayadas 0,56
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Ensayo ex vivo en linfocitos T
Compuesto Nl’Jm,ero de Propiedgdes Propiedades Fuerza relativa®
analogo antagonistas agonistas
Rp-8-(3-TH)-AMPCS LA-3010 Si No ensayadas 0,02
Rp-8-(2-TH)-AMPCS LA-3011 Si No 0,24
Rp-8-(3-Pir)-AMPSc LA-3012 Si No 0,11
Rp-8-(5-Me-2-FU)-AMPSc LA-4 006 Si No 0,35
Rp-8-benzofuril-AMPSc LA-4007 Si No 0,10
Rp-8-(5-Me0O-2-FU)-AMPSc LA-4008 Si No 0,25
Rp-8-(5-MeOH-2-FU)-AMPSc LA-4010 Si No 0,15
Rp-8-(2'N-Me-pirrolo)-AMPSc| LA-4013 Si No 0,35
Rp-8-(2-tiazol)-AMPSc LA-4014 Débiles No
Rp-8-(3-piridinil-AMPSc LA-4015 No No
i&g’s(zara'MeOH'Fe)' LA-4016 No Si
Ejemplo 85

Prueba de experimentos de principio en un SIDA murino, con inmunodeficiencia inducida por retrovirus de ratén

Figura 1. El tratamiento de ratones infectados con antagonistas de PKA de tipo | reduce la frecuencia de linfocitos T
CD4 secretores de TNF-a. La frecuencia de células TNF-o positivas se evalud por tincion intracitoplasmatica. Las
células se analizaron después de estimulacion con enterotoxina estafilococica (SEB) o en condiciones basales. El
efecto de Rp-8-Br-AMPc sobre la secrecion estimulada por SEB fue significativo con un valor de p = 0,0012. El efecto
de Rp-8-furilo también fue significativo a un valor de p = 0,0041.

El tratamiento de Rp-8-Br-AMPc redujo drasticamente la secrecion de TNF-a por linfocitos T CD4 de ratones
infectados (figura 1). ElI SIDAM (Sida murino)se caracterizé por un fuerte aumento de la frecuencia de linfocitos CD4"
secretores de TNF-a, bien espontaneamente o después de estimulaciéon con SEB. En ratones tratados, esta
frecuencia se redujo a valores casi normales. En el caso de Rp-8-Br-AMPc, esto no podria atribuirse al efecto toxico
dado que las respuestas proliferativas contra el Acm anti-CD3 estaban realmente aumentabas. El Rp-8-furil-AMPc
inhibié la secrecion de TNF-o. por linfocitos T CD4" de los animales infectados. En estos experimentos, el
Rp-8-furil-AMPc y el Rp-8-Br-AMPc tuvieron efectos similares sobre la secrecion espontanea e inducida por SEB de
TNF-a por linfocitos T CD4" (figura 1). El tratamiento con Rp-8-Br-AMPc y Rp-8-(2-furil)-AMPSc modifico el perfil
secretor de linfocitos T CD4" de los ratones infectados, aumentando ligeramente el IFN-y (ambos mostrados) y
reduciendo la secrecion de TNF-o después de estimulacién con enterotoxina estafilocécica SEB. Esto indica que el
tratamiento con esta clase de agentes mejoraria respuestas inmunitarias Th1 directamente contra patégenos
intracelulares oportunistas ayudando al mismo tiempo a reducir manifestaciones inflamatorias del sindrome.

Detalles experimentales para los ejemplos 81 a 85
Ensayo enzimatico acoplado de Cook para PKA
Preparacion del complejo holoenzimatico Rla:

La formacion de la holoenzima se realiz6 por didlisis durante una noche de PKA Rla y PKA Ca en una proporcién molar
de 1,2 a 1,0. Se realizaron tres cambios de tampodn de 1 | (tampodn de dialisis: MOPS 20 mM pH 7,0, NaCl 150 mM,
MgCl, 5 mM, ATP 100 uM, B-mercaptoetanol 5 mM) para retirar el AMPc de la subunidad reguladora.

Ensayo de la formacién del complejo holoenzimatico y condiciones de ensayo:

La holoenzima se diluy6 (tampoén de dilucion: MOPS 100 mM pH 7,0; MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM) a una
solucion de reserva 1 uM y la actividad se ensayé en el ensayo de Cook (mezcla de ensayo: MOPS 100 mM pH 7,0,
MgCl> 10 mM, fosfoenol piruvato 1 mM, ATP 1 mM, NADH 200 uM, DTT 1 mM, lactato deshidrogenasa 15 U/ml,
piruvato quinasa 70 U/ml). La reaccién se inicié mezclando kemptide 1 ul 25 mM (concentracion final de péptido active
de 200 pM) con holoenzima 1 pl (concentracion final de 10 nM) en un volumen total de mezcla de ensayo de 100 uM.
La DOs40 se monitorizé durante 1 minuto y la actividad relativa de Ca. se representd como una pendiente de deterioro
de DO/minuto. Solamente una pequefia actividad residual de Ca (<8 % de complejo activado) mostr6 una formacion
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casi completa de complejo holoenzimatico inactivo.

La determinacion de la constante de activacion del AMPc se realiz6 mediante concentraciones en aumento de AMPc
en una preincubacion de 3 minutos con holoenzima 10 nM en la mezcla de ensayo (CEso = 88 nM).

Preparacion del holocomplejo Rlla:

La formacioén de la holoenzima se realiz6 por didlisis durante una noche de PKA Rlla y PKA Ca en una proporcion
molar de 1,2 a 1.0. Aunque la formacién de holo Rlla no requiere ATP/Mg, se utilizé de nuevo el mismo tampén de
didlisis que para la formacion de la holo Rla. (MOPS 20 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, ATP 100 uM, MgCl, 1 mM), dado
que el ATP se requiere en el ensayo de Cook y este tampén imita las condiciones in vivo. La formacién holo completa
y la activacion holo de AMPc 1 uM se verifico antes y después de los experimentos de titulacion. Incluso después de
cuatro semanas en hielo la holo Rlla. mostré la misma actividad residual de la PKA Ca del 21 % y podria activarse
completamente por AMPc a medida que se preparaba recientemente.

Preparacién de soluciones de reserva de Rp-AMPSc:

Todos los analogos de Rp-AMPSc se disolvieron en tampén de dilucion con DMSO al 20 % a una concentracion final
de 10 mM y las concentraciones se determinaron espectrofotométricamente utilizando coeficientes de extincion molar
a Amax- Se prepararon diluciones adicionales de los andlogos de Rp-AMPSc por diluciones repetidas 1:10 veces en
tampon de dilucion. Preferentemente se afiadioé 1 pl, pero no mas de 5 ul de analogo de Rp-AMPSc, a la mezcla de
ensayo. Por lo tanto, la concentracion de DMSO en la mezcla de ensayo final no fue mayor del 1 %. El efecto del
DMSO en las enzimas de ensayo se analizo y los resultados mostraron que las concentraciones de DMSO de 11 % o
mas no tenian efectos sobre las enzimas del ensayo (columnas ADP) y Holo Rla (columnas Ca, Holo Rla y AMPc
activadoa.).

Ensayo competitivo de unién a ligando in vitro para antagonistas de AMPc (ensayo Biacore)
Preparacion de holocomplejos Rla y Rlla:

Se realiz6 la formacion de holoenzimas por analisis durante una noche de PKA Rla o Rlla y PKA Ca. en una proporcion
molar de 1,2 a 1.0. Se realizaron tres cambios de tampén de1 | (tampén de dialisis: MOPS 20 mM pH 7,0, NaCl 150
mM, MgCl, 5 mM, ATP 100 uM, B-mercapto-etanol 5 mM) para retirar el AMPc de la subunidad reguladora. Ambos
complejos holoenzimaticos se utilizaron y se ensayaron en estudios previos.

Preparacion de las superficies de Rp-8-AHA AMPSc y 8-AHA AMPc:

Ambos nucledtidos se disolvieron en tampon borato 100 mM pH 8,5 a una concentracion de 3 mM y se acoplaron
covalentemente a una microplaca detectora CM5 por aminoacoplamiento convencional usando EDC/NHS. Como
superficie blanco se utilizé una superficie de dextrano CM no tratada.

Condiciones experimentales para el ensayo de competicion de superficie:
Instrumento: Biacore 2000, Biacore AB, Uppsala, Suecia

Temperatura: 25 °C

Microplaca CM5 (01.12.03): FCI: dextrano CM (Referencia)
FC2: Rp-8-AHA AMPSc 3 mM
FC3: dextrano CM
FC4: 8-AHA AMPc 3 mM
Superficies: FC1-FC2-FC3-FC4, flujo en serie
Referencia: FC1
Tampon de revelado 1: MOPS 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, ATP 100 uM, MgCl> 5 mM, Tween 20 al 0,005
%, filtrado y desgasificado
Tampon de revelado 2: MOPS 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,005 %, filtrado y desgasificado
Condiciones de ensayo: 10 o 2 nM de holo complejo se inyecté durante 5 minutos utilizando el comando

kinject con un tiempo de disociacion 5 minutos. Para el tampdn de revelado holo Rla y para el tampdn de revelado holo
Rllo se utilizé el tampdn de revelado 2. Se utilizaron de diez a catorce concentraciones diferentes de agonistas o
antagonistas de PKA en un intervalo apropiado para determinar los valores de CEs de estos analogos de AMPc. Por lo
tanto la sefial de unién sobre la superficie tanto de Rp-8-AHA AMPSc como de 8-AHA AMPc después de un tiempo de
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disociacion de 5 minutos se represento frente a log de la concentracion del compuesto.

Volumen de inyeccion: 50 pl
Caudal: 10 pl/min
Regeneracion: SDS al 0,1 %, clorhidrato de guanidinio 3 M

Ensayo preclinico en linfocitos T humanos, ensayo clinico ex vivo en linfocitos T HIV+.
Seleccion negativa de linfocitos T CD3+ de sangre periférica:

De forma rutinaria se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humana de la capa
leucocitoplaquetaria a través de centrifugacion en gradiente de densidad con solucién de linfoprep. La mayoria de los
trombocitos aislados junto con las CMSP se retiraron por lavado en PBS. El aislamiento de linfocitos T de CMSP se
baso en la retirada de monocitos con el marcador de superficie CD14 y de linfocitos B con el marcador de superficie
CD19 utilizando perlas magnéticas monodispersas revestidas con anticuerpos contra los respectivos marcadores
especificos de células.

Se afiadieron diez ml de capa leucocitoplaquetaria y 25 ml de PBS se afiadieron a cada tubo de 50 ml y se mezclaron.
En el fondo de los tubos se sedimentaron diez ml de solucién linfoprep y se centrifugaron a 800 x g durante 25 minutos
a 4 °C con freno al minimo. La capa de CMSP se aisl6 y se lavo dos veces en PBS (centrifugacion a 300 x g durante 7
minutos a 4 °C). El sedimento se suspendié en RPMI 1640/FCS al 10%/PS y se cont6 el nimero de CMSP. Dinaperlas
CD14 y CD19 se lavaron 6 veces en RPMI 1640/FCS al 10%/PS usando un CPM, después se mezcldé con CMPS (3 x
107 células/ml) a una proporcién de perla con respecto a célula de 5:1 (se calculé que las CMSP contenian monocitos
al 20 % vy linfocitos B al 20 %) y se colocd en una plataforma mecedora a 4 °C. Después 45 minutos las células
positivamente seleccionadas (monocitos y linfocitos B) se retiraron de la mezcla celular usando un CPM, dejando una
suspension de linfocitos T. Se conto el numero de linfocitos Ty las células se utilizaron en experimentos o se cultivaron
en una suspension de 1-2 x 10° células por ml de RPMI 1640/FCS al 10%/PS a 37 °C y con CO3 al 5 %.

Ensayos de proliferacion:

Se realizaron ensayos de proliferacion para estudiar la fuerza de diversos analogos de AMPc como inhibidores o
potenciadores de proliferacion de linfocitos T. Se incubaron cien mil linfocitos T seleccionados negativamente en un
volumen total de 100 ul de RPMI 1640/FCS al 10%/PS en cada pocillo de placas de microtitulacion de 96 pocillos de
fondo plano. La activacion de las células se consiguio por adicion de anticuerpos anti-CD3 a una dilucion final de 1:10*
(50 ng/ml) y el entrecruzamiento posterior del complejo TCR/CD3 por adicion de perlas magnéticas revestidas con
anti-lgG de ratén de cabra a una proporcién de perla con respecto a célula de 1:1. Las perlas se lavaron seis veces en
RPMI 1640/FCS al 10 %/PS utilizando un CPM antes de la adicion a la suspension celular. Las células se incubaron
durante 65 h a 37 °C y con CO; al 5 % y se examind la proliferacién afiadiendo [metiI-SH] timidina 5 puCi después de 48
horas de este periodo. Las células se recogieron sobre placas de filtro utilizando un recogedor multimuestra y las
placas de filtro se secaron en una incubadora térmica a 50 °C durante 2 h. Se afiadieron 20 pl de liquido de centelleo a
cada pocillo y la proliferacion se midié posteriormente por recuento de centelleo 3. Todos los analisis se realizaron por
triplicado.

Tratamiento de linfocitos T activados con analogos de AMPc:

Se trataron linfocitos T con concentraciones en aumento de diversos analogos de AMPc, se afiadieron 30 minutos
antes de la activacion de las células por la adiciéon de anticuerpos anti-CD3 para permitir la difusién de los compuestos
en las células. La fuerza de cada analogo para inhibir o estimular la proliferacion celular se determind midiendo la
incorporacion de [metil- H]tlmldlna como una funcién de la concentracion del analogo de AMPc.

Prueba de experimentos de principio en un SIDA murino, de inmunodeficiencia inducida por retrovirus de raton
Animales:

Ratones C57BL6 se infectaron con una preparacion viral que contenla el virus defectuoso responsable del SIDAM
(titulado con el ensayo de placa XC y que contenia virus ecotropico 10° UFP) y se trataron con los diferentes agentes
farmacologicos aproximadamente 10 semanas después de la infeccion.

Tratamientos:

Los diferentes compuestos se administraron durante 10 dias por inyecciones IP repetitivas o insercion de bombas
osmoticas. Se ensayaron los siguientes agentes:

- Rp-8-Br-AMPc: 1 mg/dia/ratén

- Rp-8-furil-AMPc: se ensayaron dos dosificaciones 1 mg/dia/ratén y 2,5 mg/dia/ratén
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- Rofecoxib: 60 ug/dia/ratéon

Ratones infectados recibieron inyecciones intralipidicas o de PBS como controles para rofecoxib o Rp-Br/furil-AMPc
respectivamente. Normalmente, cada grupo experimental contenia de 6 a 9 animales. Cuando las células se cultivaron
después del sacrificio de los animales, los diferentes agentes se afiadieron al medio de cultivo.

Ensayos de proliferacion y citocinas:

Después del sacrificio de los animales, las células se cultivaron durante 72 horas en presencia de Acm anti-CD3
(2C11: 4 pg/ml). Al final del cultivo se afiadio timidina marcada con tritio y la radioactividad se midié en un analizador de
centelleo.

Ademas del ensayo de proliferacion realizado en linfocitos de ganglios linfaticos en respuesta contra el Ac anti-CD3, se
midié la secrecion de TNFa en linfocitos T CD4" después de activacion durante 6 horas con SEB utilizando el método
de tincidn intracitoplasmatica.

Ejemplo 86
(Sp) 8-(2-Tienil)adenosin-2'0-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo ciclico (11b)

Una solucion de cloruro de 2-tienilcinc (0,3 ml, 1 M, 0,300 mmol) en THF (2 ml) se afiadid, en una atmdsfera de argon,
a una soluciéon de (S) 8-bromoadenosin-2'O-(terc-butildimetilsilil)-3',5'-fosforamidato de N-bencilo (0,122 g, 0,200
mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0,046 g, 0,040 mmol) en THF (2 ml). La mezcla de reaccion se calento a reflujo
suave durante 3 h. Se afiadieron una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio (3 ml) y diclorometano (10 ml) a
la mezcla de reaccion fria y la fase organica se extrajo con salmuera saturada (2 x 3 ml), se secé (MgSOQ.) y los
disolventes se retiraron por destilacion. El material residual se sometio a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
usando MeOH:CH.Cl, 1:20; rendimiento 0,059 g (48 %). RMN *'P (CDCls, 81 MHz): & 8,3. RMN "H (CDCl3, 200 MHz):
6 0,11 (s, 6H, CHsSi), 0,88 (s, 9H, (CHs)3C), 4,2 - 4,7 (m, 5H, H4' H5', PhCHy), 5,08 (d, J 5,1 Hz, 1H, H2'), 5,28 (s, 1H,
NH), 5,5-5,6 (m, 1H, H3'), 5,94 (s, 1H', H1"), 6,53 (s a, 2H, NHz2), 7,09 (dd, J 4,0, 5,6 Hz, 1H, H4-tienilo), 7,2 - 7,4 (m,
7H, H-Ar), 8,10 (s, 1H, H2).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto adenosin 3',5-monotiofosforotioato ciclico en la configuracién Rp, en el que el sustituyente 8 se
selecciona entre:

- un grupo aralquilo, alcarilo, alquilo, alquilo ciclico, alquenilo o alquinilo unido opcionalmente mediante un grupo
carbonilo o tiocarbonilo y opcionalmente sustituido con grupos acilo, halo, hidroxi, tiol, amino, carboxi (u otro oxiacido),
ciano, azido, alcoxi, éster, éter o alquiltio, donde dichos grupos alquilo o analogos insaturados de los mismos contienen
hasta 10 atomos de carbono;

grupos arilo opcionalmente sustituidos; y

grupos heteroarilo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el sustituyente 8 se selecciona entre:

grupos arilo opcionalmente sustituidos seleccionados entre benceno, naftaleno y sistemas carbociclicos
anulados, y sistemas heterociclicos anulados incluyendo piridina, di- y triazinas, furano, tiofeno, pirrol y los azoles, y
triazoles, y oxa- y tiadiazoles, y tetrazoles; y

- grupos heteroarilo seleccionados entre las azinas de anillo de seis miembros, piridina, las diazinas, triazinas y
sistemas carbociclicos anulados, y sistemas heterociclicos anulados como se ha definido anteriormente, y sistemas de
anillo de cinco miembros, tales como furano, tiofeno y pirrol, los azoles, y triazoles, y oxa- y tiadiazoles, y tetrazoles y
sistemas heterociclicos y carbociclicos anulados;

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el sustituyente 8 comprende un grupo fenilo, furilo o
tienilo.

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 protegido en uno o mas de los grupos
azufre fosforotioico, el grupo adenosinamina y el grupo furil hidroxilo.

5. Proceso para la preparacion de un adenosin monofosforotioato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, comprendiendo dicho proceso al menos una de las siguientes etapas:

a) hacer reaccionar un adenosin fosforamidato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado 2'-protegido con disulfuro de carbono y
desproteger el 2'-hidroxilo;

b) hacer reaccionar una adenosina 8-carbamoilada con SPCI3 en un disolvente seco;
c) hacer reaccionar una adenosina 8-carbamoilada con un fosfito y posteriormente con azufre;

d) hacer reaccionar un 8-halo-adenosin monofosforotioato ciclico opcionalmente 2'-protegido con un agente de
alquilacion y, si se requiere, desproteger el 2'-hidroxilo;

e) transformar un adenosin monofosforotioato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado en una sal del mismo;

f)  hacer reaccionar un adenosin monofosforotioato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado para realizar una sustitucion de sililo
en el oxigeno 2'; y

g) separar los isémeros R, y S, de una mezcla isomérica Ry/S, de un adenosin monofosforotioato 3',5'-ciclico
8-carbamoilados o un derivado del mismo.

6. Un adenosin fosforamidato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado en la configuracion Sp, en el que el sustituyente 8 es como
se ha definido en la reivindicacion 1.

7. Un adenosin fosforotioato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado-2*-protegido en la configuracién Rp, en el que el sustituyente
8 es como se ha definido en la reivindicacion 1.

8. Un 8-halo adenosin fosforamidato 3',5'-ciclico, en la configuracién Sp, en el que el grupo amino del fosforamidato
comprende un atomo de hidrégeno.

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion en 8 en el que dicho compuesto esta 2'-protegido.

10. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en el que dicha proteccion en 2' es
2'-sililacion.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un adenosin monofosforotioato 3',5'-ciclico 8-carbamoilado de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 junto con un vehiculo o excipiente fisioldgicamente aceptable.

12. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como un medicamento.
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13. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento de
enfermedades neoplasicas, inmunodeficiencia e infecciones virales.

14. El uso de un adenosin 3',5-monofosforotioato ciclico 8-carbamoilado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 para la preparacion de un medicamento para su uso en el tratamiento de enfermedades
neoplasicas, inmunodeficiencias e infecciones virales.

15. Un método de ensayo para determinar adenosin monofosfato ciclico AMPc en una muestra, generalmente una
muestra bioldgica, cuyo método implica poner en contacto dicha muestra con un analogo de AMPc y un reactivo de
unién a AMPc, caracterizado por que dicho analogo es un adenosin 3',5'-monofosforotioato ciclico 8- carbamoilado de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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