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"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE NUCLEGTIDOS

DE ALQUINILAMINO"

AMBITO DA INVENCAO

A presente invencdo diz respeito aos nu-
cleétidos de alquinilamino e especialmente d& sua utilizacdo para a
preparacdo de nucleotidos marcados por fluorescéncia como bases pa-
ra a terminacdo de cadeias para um processo de sequenciagdo de ADN

baseado na fluorescéncia.

ANTECEDENTES DA INVENGAOQ

A sequenciacdo de ADN & um dos fundamen-
tos das técnicas analfticas da biologia molecular moderna. 0 desen-
volvimento de processos seguros para a sequenciacdo conduziu a gran
des avancos na compreensdo da organiza¢do da informacdo genética e
tornou possfvel a manipulacdo do material genético (isto &, trata-

-se da engenharia genética).

Correntemente existem dois processos ge-
rais para a sequenciagdo de ADN; o processo de degradacdo quimica

de Maxam-Gilbert [ A.M.Maxam e outros., Meth. em Enzym., Vol.65,



.

499-55¢ (1980)] e o processo de terminacdo de cadeia de didesoxi de
Sager [ F. Sanger, e outros., Proc. Nat. Acad.Sci. USA, Vol.74,5463-
-5467 (1977)]. Um aspecto comum a estas duas técnicas consiste na ge
racdo de um conjunto de fragmentos de ADN que se analisam por elec-
troforese. As técnicas diferem nos métodos utilizados para a prepa-
racdo destes fragmentos.

Com a técnica de Maxam-Gilbert, os frag-
mentos de ADN preparam-se através da clivagem quimica da base espe-
cffica da porcdo de ADN que se pretende sequenciar.A porcdc de ADN que
se pretende sequenciar & primeiro marcado no terminal 5' com 32P e
depois dividida em quatro porc¢les. Submete-se cada por¢do a um con-
junto diferente de tratamentos quimicos concebidos para clivar o
ADN nas posicdes adjacentes a uma dada base ( oubases).0 resultado
consiste em que todos os fragmentos marcados possuam a mesma termi-
nacdo 5' da porgdo original de ADN e possuam terminagGes 3' defini-
das pelas posigBes de clivagem. Este tratamento efectua-se em condi
¢Bes que geram fragmentos de ADN que possuem comprimentos convenien
tes para separacdo por electroforese em gel.

Com a técnica de Sanger, produzem-se frag
mentos de ADN por cépia enzimdtica parcial (isto &, sintese) da por-
¢do de ADN que se pretende sequenciar. Na versdo mais comum, a por-
cdo de ADN que se pretende sequenciar ¢ inserida, utilizando técni-
cas normalizadas, num “vector de sequenciagdo" que consiste numa por
cdo de ADN grande, circular, de cadeia simples tal como o bacteriofa
go M13. Este converte-se no modelo para 0 processo de cépia.dunta-se
ao modelo uma pequena porcdo de ADN com a sequenciacdo complementar 3

da regido do modelo imediatamente a montante do ponto de insergado



para servir como sistema escorvador para a sfintese. Na presenca dos
quatro trifosfatos de desoxi-ribonucledsidos naturais (os dNTP), a
polimerase de ADN prolongard o sistema escorvador a partir do ter-
minal 3’ para proporcionar uma cépia complementar do modelo na re-
gido da insercdo. Para se produzir um conjunto completo de fragmen-
tos de sequencia¢do efectuam-se quatro reaccdes em paralelo conten-
do cada uma os quatro dNTP em conjunto com um terminante Gnico de
trifosfato de didesoxiribonucledsido (ddNTP), sendo um para cada ba
se. (Adiciona-se dNTP marcado com 32P para proporcionar fragmentos
marcados). Se se incorporar um dNTP por polimerase, a extensdo da
cadeia pode continuar. Se se seleccionar o correspondente ddNTP, a
cadeia termina. A proporcdo entre ddNTP e dNTP ajusta-se para gerar
fragmentos de ADN com comprimentos apropriados. Deste modo, cada
uma das quatro misturas reaccionais possuird o mesmo radical dideso
xi-nucleosido no terminal 3' e um terminal 5° definido pelo sistema
escorvador.

0s termos “"terminante", "terminante de
cadeia" e "substrato do terminante de cadeia" podem utilizar-se in-
diferenciadamente para significar um substrato que se pode incorpo-
rar no terminal 3' de uma cadeia de ADN ou ANR através de um enzima
que duplica os 4dcidos nucleicos por um processo orientado por um mo
delo mas, uma- vez incorporado, evita posteriores extensdes de cadeia.
Em contrapartida, os substratos naturais de desoxinucledtido podem
considerar-se como "substratos de propagacdo da cadeia".

Utiliza-se o termo "nucledsido" para sig-
nificar uma unidade heterociclica constitufda por uma base e um agl-

car composta por uma molécula de pirimidina ou de purina (ou os seus



derivados) e por uma molécula de um aglcar ribose (ou os seus deri-
vados ou equivalentes funcionais). 0 termo "nucleétido" utiliza-se

para significar quer um nucledsido quer o seu derivado fosforilado.

Tanto no método de Sanger como no de Ma-
xam-Gilbert converte-se a informacdo da sequéncia de base, que ge-
ralmente ndo pode ser directamente determinada por métodos fisicos,
em informacdo de comprimento de cadeia que & possivel ser determina
da. Esta determinacdo pode conseguir-se através da separacdo elec-
troforética. Em condicdes extraordindrias (temperatura elevada,pre-
senca de ureia, etc,) os pequenos fragmentos de ADN migram como se
tivessem bastonetes viscosos. Se se utilizar uma matriz de gel para
a electroforese, os fragmentos de ADN serdo encurtados nas suas di-
mensdes. A resolucdo de base Gnica necessdria para a sequenciacdo
pode obter-se normalmente para fragmentos de ADN que possuam diver-

sas centenas de bases.

Para se determinar uma sequéncia comple-
ta, os quatro conjuntos de fragmentos produzidos pela metodologia
de Maxam-Gilbert ou de Sanger submetem-se a electroforese em quatro
quelhas paralelas. Isto implica a resolucdo espacial dos fragmentos
ao longo de todo o comprimento do gel. 0 modelo dos fragmentos mar-
cados transfere-se normalmente para uma pelicula fotosensivel por
auto-radiografia (isto é, produz-se uma exposig¢do intercalando o
gel e a pelfcula durante um certo perfodo de tempo). A pelicula re-
velada apresenta bandas distribuidas nas quatro quelhas, referidas
frequentemente como uma escada de sequenciagdo. Faz-se a leitura da
escada observando visualmente a pelfcula (comecando a partir dos

fragmentos pequenos de movimentacdo mais répida) e determinando a



quelha na qual ocorre a banda seguinte para cada degrau da escada.
Uma vez que cada quelha estd associada com uma dada base (ou com uma
combinacdo de bases no caso Maxam-Gilbert), a progressdo linear da
ordenacdo de quelhas transfere-se directamente para uma sequéncia
de base.

0s métodos de Sanger e de Maxam-Gilbert
para a sequenciacdo de ADN sdo conceptualmente elegantes e eficazes
mas sdo operacionalmente diffceis e consomem muito tempo. A andlise
destas técnicas mostra que muitos dos problemas advém da utilizagdo
de um informador radioisotépico Gnico. [ Um informador pode definir-
-se como um grupo quimico que possuf uma caracteristica fisica ou
quimica que se pode medir facilmente ou detectar com sistemas de de
teccdo ou procedimentos fisicos ou quimicos apropriados. A facilida
de de detec¢do pode ser proporcionada por caracteristicas tais como
a variacdo de cdr, luminescéncia, fluorescénciaou radioactividade;ou
pode ser proporcionada pela capacidade de o informador servir como
sftio de identificacdo de um ligante para formar complexos especifi-
cos ligante-ligante, que possuem grupos detectéveis por procedimen-
tos de deteccdo convencionais (por exemplo, colorimetria,espectrofo
tometria, fluorometria ou radioactividade). Os complexos ligante-li
gante podem apresentar-se sob a forma de protefna-ligante, enzima-
-substrato, anticorpo-antigeno, carbo-hidrato-lectina, proteina-co-
-factor, protefna-efector, 4cido nucleico-&cido nucleico ou &cido

nucleico-complexos de ligantel.

A utilizagdo de radiois6topos de vida cur

ta tal como o 32P com actividade especifica elevada & probleméatica

quer do ponto de vista logistico quer do ponto de vista da salde e
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da seguranca. 0 semi-periodo de vida do 32P obriga & antecipagdo da
preparacio dos reagentes diversos dias antes da utilizacdo do rea-
gente. Uma vez gerados os fragmentos de sequenciagdo de ADN marca-
dos com 32P eles tém a tendéncia para a auto-destruigdo e devem ser
imediatamente submetidos a andlise por electroforese. 0s geles de
electroforese de grandes dimensdes necessdrios para se conseguir uma
separacdo de base Gnica originam grandes volumes de tampdo contami-
nado originando problemas de eliminacdo de resfiduos. A auto-radiogra
fia necessdria para a posterior visualizacdo dos fragmentos de ADN,
marcados no gel, & um processo lento (sdo comuns as exposigdes noc-
turnas) e acrescenta um tempo consider&vel 3 operacdo global. Final-
mente, existem os riscos potenciais contra a salide associados & uti-
lizacdo de tais radiois6topos potentes.

A utilizacdo de um Gnico informador para
analisar a posicdo das quatro bases provoca uma considerdvel comple-
xidade operacional no processo global. 0s passos quihicos/enziméti-
co devem efectuar-se em recipientes separados e a andlise electrofo-
rética deve efectuar-se em quatro quelhas paralelas. As distorsdes
induzidas termicamente na mobilidade provocam imagens enviesadas
dos fragmentos de ADN marcados (por exemplo, o efeito de favorecimen
to) o qual por sua vez conduz a dificuldade na comparacdo das quatro

quelhas. Estas distorgBes limitam com frequéncia o nlmero de bases

que se podem ler num gel dnico.

0s longos perfodos de tempo necessdrio
para a imagem por auto-radiografia, em conjunto com a necessidade de
se utilizarem quatro quelhas paralelas, obriga a uma visualizagdo do

tipo instantdneo. Uma vez que & necessdria a resolugdo espacial de



diversas bandas, devem utilizar-se geles muito grandes. Isto origina
problemas adicionais: os geles grandes sdo diffceis de manusear e o

processamento & lento, adicionando mais tempo ao processo global.

Finalmente, existe um problema associado
3 interpretacdo manual. A conversdo de uma escada de sequenciagdo
numa sequéncia de base é um processo intensivo no tempo, um proces-
so com tendéncia para introduzir erros exigindo a atencdo total de
um cientista altamente especializado. Tém-se feito numerosas tenta-
tivas para automatizar a leitura e existem realmente alguns auxilia
res mecdnicos, mas o processo para a interpretacdo de um gel de se-

quéncia & ainda muito lento e trabalhoso.

Para contornar estes problemas pensou-se
na substituicdo da auto-radiografia com 32P por um sistema alterna-
tivo de deteccdo do informador ndo radioisotbépico. Um tal sistema
de detecc3o deve ser excepcionalmente sensivel para conseguir obter
uma sensibilidade compardvel & do 32P; cada banda num gel de sequen

18 ole de ADN. Um método de detecgio

ciag¢do contem na ordem de 10
que & susceptivel de alcangar este nivel de sensibilidade & a fluores
céncia. 0s fragmentos de ADN podem ser marcados com uma ou varias
marcas fluorescentes (corantes fluorescentes).A excitagdo com uma
fonte de luz apropriada originard uma emissdo caracteristica da mar-

ca identificando deste modo a banda.

A utilizacdo de marcas fluorescentes,por
oposicdo ds marcas radioisotbépicas, proporcionard um manuseamento
mais fdcil do sistema de deteccdo para esta aplicacdo particular.Por

exemplo, a utilizacdo de quatro marcas fluorescentes diferentes dis-



tinguiveis com base em alguma caracteristica de emissdo (por exemplo,
a distribuicdo espectral, o periodo de vida, a polarizagdo) permiti-
réd associar uma dada marca unicamente com os fragmentos de sequencia
cdo associados com uma dada base. Com esta associacdo estabelecida,os
fragmentos podem combinar-se e fazer-se a sua resolucdo numa quelha
inica e a ordenacdo da base pode ser feita directamente com base na
caracteristica de emissdo escolhida.

Até ao presente foram descritas duas ten-
tativas de desenvolvimento de um sistema de sequenciacdo de ADN ba-
seado na fluorescéncia. O primeiro sistema desenvolvido pelo "Cali-
fornia Institute of Technology" esté descrito em "L.M.Smith, West
German Pat. Appl.#DE 3446635 Al (1984): L.E.Hood e outros., West
German Pat. Appl.# DE 3501306 Al (1985); L.M.Smith e outros., Nucleic
Acids Research, Vol. 13. 2399-2412 (1985);e L.M. Smith e outros., Na-
ture, Vol. 321, 674-679 (1986)". Conceptualmente este sistema contor
na os problemas descritos na seccdo anterior mas os problemas especf
ficos da impIementagéo torna a abordagem de Smith apenas parcialmen-
te bem sucessida. Por exemplo, o grande intervalo de comprimentos de
onda dos méximos de emissdo dos fragmentos de sequenciacdo de ADN
marcados com fluorescéncia utilizados neste sistema tornam diffcil ex
citar os quatro corantes eficientemente com uma Gnica fonte monocro-
mdtica. Mais importantes ainda sdo as perturbacfes diferenciais sig-
nificativas na mobilidade electroforética resultante dos corantes com
cargas livres diferentes tornando dificil ou impossivel efectuar uma
sequenciacdo numa quelha finica com o conjunto de corantes utilizado

neste sistema. Estas dificuldades foram explicitamente referidas por

Smith e outros.



Em geral,a metodologia utilizada para a
preparacdo de fragmentos de sequencia¢do marcados por fluorescéncia
cria dificuldades. Para a sequenciacdo de Maxam-Gilbert, os ogligo-
nucledtidos marcados na posigdo 5‘ estdo enzimaticamente ligados a
fragmentos de ADN de dupla cadeia de "terminacdo aderente” produzi-
dos por clivagem de restricdo. Isto limita o processo d sequenciacdo
de fragmentos produzidos desta maneira. Para a sequenciacdo de Sanger,
utilizam-se oligonucledtidos marcados na posigdo 5' como sistemas es-
corvadores. S3o necessérios 4 sistemas escorvadores especiais. Para
se utilizar o novo sistema de vectores & necessério desenvolver o
complexo processo de sintetizagdo e de purificacdo de quatro novos sis
temas escorvadores marcados com corante, Isto & verdade sempre que
& necessério um sistema escorvador especial.

Todavia a utilizacdo de sistemas de escor-
vadores marcados & inferior em outros aspectos. As reacc¢fes de poli-
merizacdo ainda devem ser efectuadas em recipientes separados. Tal
como nos sistemas de sequenciacdo de Maxam-Gilbert e de Sanger, todos
os fragmentos derivados do sistema escorvador marcado deverdo ser efi
cazmente marcados com fluorescéncia. Deste modo, o diagrama de sequen-
ciacdo resultante manterd a maior parte dos inconvenientes comuns (por
exemplo bandas falsas ou esbatidas, acumulacBes) que ocorrem quando
se interrompe a extensdo de uma cadeia enzimdtica por processos dife-
rentes da incorporacdo de um terminante de cadeia.

Numa segunda abordagem " W.Ansorge e outros
J.Biochem.Biophys.Methods, Vol. 13, 315-323 (1986)" descreve-se uma
técnica de sequenciagdo de ADN ndo radioisotdépica em que se liga co-

valentemente uma marca fluorescente Gnica de 5' -tetrametilrodamina
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ao terminal 5° de um sistema escorvador oligonucledtido de base 17.
Este sistema escorvador & ampliado enzimaticamente em quatro reci-
pientes através da quimica de sequenciagdo de didesoxinucledtido
normalizada, para se obter uma série de fragmentos de ADN de compri
mento varidvel copiados enzimaticamente. Cada um dos quatro recipien
tes contem um terminante de cadeia de didesoxinucledtido correspon-
dente a uma das quatro bases de ADN o que permite a ordenacdo da ba
se terminal a partir da separacdo electroforética convencional em
quatro quelhas de gel. A marca fluorescente 5' ~tetra-metil-rodami-
na é excitada por um feixe de laser de iBes de drgon que passam atra
vés de toda a largura do gel. Embora este sistema possua a vantagem
de utilizar um informador fluorescente em vez de um informador ra-
dioactivo, mantém-se ainda todas as desvantagens associadas d sequén

ciagdo convencional e a preparacdo de sistemas escorvadores marcados.

Até ao presente ninguém criou um sistema
de sequenciacdo de ADN que combine as vantagens da detecc¢do por fluo-
rescéncia com a marcacdo de um terminante. Se se puder conceber ter-
minantes de cadeia marcados apropriadamente por fluorescéncia, 0s
fragmentos de sequenciacdo marcados serdo produzidos apenas quando um
terminante de cadeia marcado por for enzimaticamente incorporado num
fragmente de sequenciacdo, eliminando muitos dos inconvenientes asso
ciados com outros métodos de marcacdo. Se cada um dos quatro termi-
nantes de cadeia necessérios para a sequéncia de ADN for ligado cova-
lentemente a um informador diferente fluorescente distinguivel, serd
possfvel, em principio,incorporar todos os quatro terminantes duran-

te uma Gnica reaccdo de extensdo dos sistemas escorvador e depois ana
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lisar os fragmentos de sequenciagdo resultantes numa quelha de gel
Gnica. Se tais terminantes de cadeias marcados com fluorescéncia pu
derem ser projectados, estes compostos serdo provavelmente dteis pa
ra outros tipos de marcacdo enzimética de acidos nucleicos. Em par-
ticular, os andlogos dos terminantes de cadeia marcados com fluores
céncia podem ser projectados para utilizacdo de informadores ndo
fluorescentes diferentes ou para servirem como substratos de propa-
gacdo da cadeia para enzimas que copiam os acidos nucleicos por um
processo dirigido por um modelo (por exemplo, transcriptase inversa,
polimerase ANR ou polimerase ADN). A introducdo de um informador no
ADN por um processo dtil de sequenciagdo & um dos problemas mais di-
ficeis de marcacdo de &cido nucleico. Provavelmente os compostos e/
Jou estratégias desenvolvidas para a sequenciacdo de ADN sdo também

aplicdveis a muitos dos outros problemas de marcacdo.

Para ser @til como substrato de termina-
cdo de uma cadeia para a sequenciacdo de ADN baseada na fluorescén-
cia, um substrato deve conter uma marca fluorescente e deve ser acel
te por um enzima Gtil para a sequenciacdo de ADN. E de prever que
os possfveis substratos adequados sejam os derivados ou andlogos de
nucleétidos que ocorrem naturalmente. Devido a expectativa de uma
marca fluorescente e de um nucledtido ndo se ajustarem no sitio ac-
tivo de um enzima de cépia ao mesmo tempo, um substrato bem projec-
tado deve possuir a marca fluorescente separada do nucleétidorpor um
grupo de ligacdo de comprimento suficiente e de geometria apropriada
para colocar a marca fluorescente afastada do sitio activo de um en-

zima. A natureza do grupo de ligacdo pode variar com a marca e com O

enzima utilizados. Por facilidade de sintese e de adaptabilidade as
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variac8es das necessidades da marca e/ou do enzima, & mais convenien
te considerar o grupo de ligacdo constituido porum ligante que se li

ga ao nucledtido e & marca fluorescente.

No projecto de terminantes de cadeia mar-
cados por fluorescéncia para a sequenciacdo de ADN, o ligante deve

satisfazer diversas exigéncias:

1) deve ser possivel ligar o préprio ligante ou um equivalente

funcional &s quatro bases encontradas no ADN;

2) o ligante n3o deve impedir que o nucledtido marcado seja uti

lizado eficazmente como substrato de terminacdo de uma cadeia para

um enzima Gtil para a sequenciacdo de ADN;

3) o ligante (mais a marca e o espacador opcional) deve pertur-
bar a electroforese dos oligonucledtidos aos quais estd ligado por

um processo que seja independente da base a que estd ligado;

4) a ligac3o do ligante & base e ao espagador ou a marca deve
ser estereo-selectiva e regio-selectiva para proporcionar um substra

to de nucleétido Gnico, bem definido; e

5) o ligante deve possuir preferencialmente uma amina priméria

ou secundéria para acoplamento com a marca.

Embora tenham sido descritos cinco tipos
diferentes de ligantes de amina para ligar as marcas aos nucledtidos
e oligonucledtidos (ver o que se segue), nenhum destes ligantes sa-
tisfaz as cinco exigéncias atrds referidas, para utilizagdo num subs

trato de terminacdo de cadeia (til na sequenciagdo de ADN.
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Bergstrom e outros, J. Am. Chem. Soc.,Volu
me 98, 1587 (1976), descrevem um processo para ligar cadeias laterais
de acrilato e de alqueno-amino a nucledsidos fazendo o acoplamento ca
talisado por Pd(II) de 5-merclrio-uridinas a olefinas. Ruth, PCT/US84/
/00279, descreve a utilizacdo das cadeias laterais anteriores como
ligantes para a ligacdo de informadores a oligonucledtidos sintetiza-
dos n3o enzimaticamente. Langer e outros, Proc. Nat Acad. Sci.USA, Vo
lume 78, 6633 (1981), descrevem a utilizacdo de ligantes de alilamino
para a ligagdo de informadores aos nucledtidos . As desvantagens des-
tes ligantes englobam a dificuldade de preparagdo de modo regio-se-
Jectivo dos percursores apropriados de nucledtido mercurial, a difi-
culdade de separacdo da mistura de produtos gerados por algumas des-
tas reaccdes de acoplamento de nucledtido/olefina e a potencial ins-
tabilidade dos nucledsidos substituidos por vinilo. Klevan e outros,
WO 86/02929 descrevem um método para acoplar ligantes & posigdo N4
da citidina e & posicdo N6 da adenosina. A desvantagem deste método
reside em nio existir um sitio andlogo na uridina e na guanosina para

acoplamento de um ligante.

Outro ligante potencial que pode satisfa-
ser as cinco exigéncias atrés referidas 6 um ligante de alquinilami-
no, no qual um terminal da ligacao tripla estd acoplado ao nucledsi-
do e o outro terminal da ligacdo tripla esta acoplado a um grupo que
contem uma amina primdria ou secunddria. Para garantir a estabilida-
de quimica a amina ndo deve estar directamente acoplada a ligacgdo
tripla. J4 foram descritos alguns métodos para acoplar grupos alqui-

no a nucleésidos (ver a descrigdo que se segue).
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Barr e outros, J. Chem. Soc., Perkins
Trans. 1, 1263-1267 (1978), descrevem a sintese de 5-etiniluridina,
2'-desoxi-5-etiniluridina,5-etinilcitosina,5-etinilcitidina,2'-deso-~-
xi-etinilcitidina e 0s «-anbmeros dos 2'-desoxi-ribonucleésidos. 0s
2'-desoxi-ribonucledsidos preparam-se por construcdo dos heterocic-
los, acoplando com um grupo aglcar 2-desoxi tornado funcional,sepa-
rando as misturas anoméricas e eliminando os grupos de proteccdo dos

aclcares.

Bergstrom e outros, " J.Am.Chem. Soc.,"
Vol. 100; 1978; p. 8106, descrevem a ligac¢do de alcenos com deriva-
dos de 5-mercfirio ou de 5-iodo de nuclelsidos de uracilo. Este méto-
do fracassou em reaccdes andlogas de alcinos com derivados de nucleo-

sidos de uracilo.

Vicent e outros, "Tetrahedron Letters";
Vol. 22, 1981; p. 945-947 descrevem a sintese de 5-alcinil-2'-deso-
xi-uridinas por reaccdo de 0-3',5'-bis-{trimetilsilil)-desoxiuridina
com reagentes de alcinil-zinco, na presenga de catalisadores de pald
dio ou de nfquel [ dicloro-bis-(trifenilfosfina)-palédio (II) ;diclo
ro-bis-(benzonitrilo)-palddio (II) ou dicloro{][etileno-(bis-(dife-

nilfosfina))-niquel-(II)].

Robins e outros, "J.0rg.Chem"., Vol. 48;
1983 p.1854-1862 descrevem um método para o acoplamento de alcinos
terminais, HC CR (R representa um d&tomo de hidrogénio ou um grupo al-
quilo, fenilo, trialquilsililo. hidroxialquilo ou hidroxialquilo pro-
tegido),a nucledsidos de 5-iodo-uracilo e de 5-iodo-1-metil-uracilo

(protegidos com os seus ésteres de p-toluilo) na presenca de cloreto
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de bis-(trifenilfosfina)-palddio (II) e iodeto de cobre (I) em trie-
tilamina quente. Quando se faz reagir 3',5'-di-0-acetil-5-iodo-2"'-

-desoxi-uridina com hexino,4-(p-toluiloxi)-butino, 4-(tetrahidro-pi-
raniloxi) ou 4-(tritiloxi)-butino, os produtos principais sdo as fu-
rano [ 2,3-d ]-pirimidin-2-onas ciclizadas em vez das alcinil-uridi-

nas desejadas.

Nenhuma das referéncias anteriores descre
ve um método para acoplar um ligante alcinil-amino aos nucledsidos.
A metodologia de Bergstrom & deficiente e a de Barr ndo é aplicdavel
directamente. Os catalisadores utilizados por Robins e outros e por
Vicent e outros possuem o potencial para promover diversas reaccdes
secundérias indesejdveis (por exemplo, ciclizacdo ou adicdo nucleoff
lica intermolecular da amina a um alcino) quando o alcino contiver
um grupo amino.Apenas se descreveram reaccles de acoplamento com io-
do-nucledsidos que contém uma base uracilo com falta de electrdes.
Uma vez que as reacc¢des de acoplamento catalisadas por Pd funcionam
geralmente melhor com iodetos de arilo com falta de electrdes, podem
prever-se os problemas no acoplamento de alcinos a qualquer das ou-
tras trés bases (as quais sdo todas mais ricas em electrBes do que o

uracilo).

Continua a existir caréncia de nucledtidos

de alcinilamino e de processos que permitam a sua preparacdo.
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RESUMO DA INVENCAO

0s compostos da presente inven¢do sdo nu-

cledtidos de alcinilamino que possuem a estrutura:
Nuc- C=C-R, -NR,Rq (1)

na qual R, representa um di-radical substituido ou insubstitui-
do com 1-20 &tomos, Ry pode ser um alcileno (C1-C20) de cadeia
linear contendo eventualmente na cadeia liga¢les duplas,liga-
cdes triplas, grupos arilo ou heterodtomos tais como dtomos de
azoto, oxigénio ou enxofre. Os heterodtomos podem fazer parte
de grupos funcionais tais como éteres,tioéteres, ésteres,aminas
ou amidas. De preferéncia R1 representa um grupo alcileno

(C,-C

1 10)
um grupo -CHZ-.

de cadeia linear; mais preferencialmente R1 representa

0s substituintes em R, podem englobar &tomos de cloro ou gru

1
pos alquilo (C1-C6), arilo, éster, éter, amina, amida;

R, © R3 representam, independentemente um do outro, &tomos
de hidrogénio ou grupos alquilo (C1-C4) ou um grupo de proteccdo
tal como acilo, alcoxicarbonilo ou sulfonilo. De preferéncia Rs
representa um dtomo de hidrogénio e R3 representa um &tomo de

hidrogénio ou um grupo trifluoroacetilo;

Nuc (nucledtido) representa R4-Het (base heterociclica):
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0 NH NH %,
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R R4
Z representa um dtomo de hidrogénio ou um grupo NH2; e
R4 representa um aclcar ou um radical semelhante ao aglcar:

NP
NP ansAS

He~—2"R
Re Rg ’
e na qual R5 representa um &tomo de hidrogénio ou um grupo

PO3H2, P206H3’ P309H4 ou 0s seus respectivos sais.

e quando R7=R8=H, entdo R6=H, OH, F, N3 ou NH2; ou
quando R7=H e R8=OH, entdo R6=H ou OH; ou
quando R7=OH e R8=H, entdo R6=OH.

0s nucledtidos de alcinilamino marcados
da presente invengcdo tém a estrutura I na qual R3 representa um in-

formador (marca).



DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENGAQ

A estratégia utilizada para incorporar in
formadores em fragmentos de sequenciacdo de ADN segundo o modelo de
especificagdo das bases constitui um aspecto critico de qualquer sis
tema de sequenciacdo de ADN. A utilizacdo dos nucledtidos de alcinil-
-amino da presente invencdo permite uma modificacdo mais vantajosa da
metodologia de Sanger para unir um informador (marca a um terminante
de cadeia de nucledtido de alcinilamino. Embora o informador se pos-
sa escolher entre uma ampla variedade de grupos facilmente detectéveis

(marcas), por conveniéncia ilustra-se seguidamente a abordagem prefe-
rencial utilizando informadores fluorescentes.

Esta abordagem oferece diversas vantagens
operacionais. Mais importante ainda, a marcacdo do terminante asso-
cia firmemente o informador ligado com o resultado da terminagdo es-
pecifica da base. Apenas os fragmentos de sequenciacdo de ADN resul-
tantes de casos de terminacdo genuinos suportardo um informador.Isto
elimina muitos dos inconvenientes observados na sequenciagdo conven-
cional. Esta abordagem também proporciona uma completa flexibilidade
na escolha do vector de sequenciagdo visto que ndo estdo implicados
sistemas escorvadores especiais. A automagdo fica facilitada pelo
facto de os informadores serem transportados pelos quatro reagentes
de baixo peso molecular que podem ser selectivamente introduzidos nu

ma reacc¢do Gnica.

N3o existem desvantagens operacionais ine
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rentes; os problemas com esta abordagem surgem ao nivel da concepgdo.
Em geral, os enzimas utilizados para a sequenciagdo de ADN sdo de
substrato altamente selectivo e n3o existe qualquer razdo a priori
para esperar que seja susceptivel de proporcionar um nucledsido tri-
fosfato com um informador covalentemente ligado que seja um substra-
to de terminag¢do de cadeia eficiente para uma enzima de sequenciacgdo.
Poderia pensar-se que a unido de um informador a um substrato origi-
naria variac8es suficientemente grandes nas caracteristicas electr6-
nicas e espaciais do substrato de modo a tornd-lo inaceitdvel para a
enzima ou, mesmo que fosse aceitdvel, ndo seria incorporado na cadeia
do ADN. Contudo descobriu-se que a pequena dimensdo do ligante de al
cinilamino da presente invencdo e a capacidade de unir o ligante de
alcinilamino & posicdo 5 dos nucledtidos de pirimidina e & posicdo 7
dos nucledtidos de purina proporciona substratos de terminacdo de ca

deia marcados que ndo interferem excessivamente com a qualidade ou a

fidelidade da incorporacdo do substrato.

Far-se-4 referéncia aos nucledtidos de al-
cinilamino da presente invencdo, através da descricdo de terminantes
de cadeia de nucledtido de alcinilamino marcados por fluorescéncia.
Para esbocar o ambito estrutural e racicnal dos nucledtidos de alci-
nilamino marcados por fluorescéncia, da presente invencdo, & (til
decompor a estrutura marcada (I) em cinco componentes:

trifosfato—agﬁcar—Het—CEECR1-NRZ- marca (fluorescente)

(1) (ii) (iii) (iv) (v)
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(i) um radical trifosfato, R5
(ii) um"acdcar", R4
(iii) uma base heterocfclica (Het)
(iv) um ligante (—CEECR1NR2-), e

(v) uma marca fluorescente, R3.

(i) Radical trifosfato (R5)

0 radical trifosfato ou um seu an&logo perfeito (por exem-
plo, ® -tiotrifosfato) & uma funcionalidade obrigatéria para um subs
trato de enzima ou terminacdo de cadeia. Esta funcionalidade propor
ciona a maior parte da energia de ligagdo para o substrato e & o si

tio real para a reac¢do enzima-substrato.

P 9 9
0-p-0-p-0-p—]
0 0 =0

(ii) Acflicar (R4)

A porcdo "aclcar" corresponde ao fragmento estrutural 2'-
-desoxi-ribofuranose nos substratos de enzimas naturais. Esta porgdo
da molécula contribui paraaidentificacdo da enzima e & essencial
para manter a relacdo espacial adequada entre a parte trifosfato e a
base heterociclica. Para ser Gtil para a sequenciagdo de ADN, quando
o "aclcar" for uma ribofuranose, a posi¢do 3'-o - ndo deve possuir
um grupo hidroxilo susceptivel de ser posteriormente utilizado pela
enzima. 0 grupo hidréxilo deve estar ausente, ser substituido por ou

tro grupo ou fazer com que ndo seja utilizdvel . Tais aclicares serdo
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referidos como aclcares de terminacdo de cadeia. Sabe-se que diversos
fragmentos: de furanose modificados podem satisfazer esta exigéncia,no-
meadamente:

2',3'-didesoxi- P-D-ribofuranosilo [(a), F.Sanger e outros,

Proc. Nat.Acad.Sci.USA, Vol. 74, p. 5463-5467 (1977)].

ﬂ-D—arabinofuranosilo, [(b) F.Sanger e outros, Proc. Nat.

Acad. Sci. USA, Vol. 74, p. 5463-5467 (1977) ],

3'-desoxi- p-D-ribofuranosilo [(c),Klement e outros, gene Ana-
lysis Technology, Vol.3, 59-66 (1986) ],

3'-amino-2',3'-didesoxi-B-D-ribofuranosilo [ (d), Z.G.Chidgea-
vadage e outros, Nuc. Acids Res., Vol. 12 1671-1686 (1984) I,

2',3'-didesoxi-3"'~fluoro-PB-D-ribofuranosilo [ (e), Z.G.Chid-

geavadze e outros, FEBS Lett., Vol. 183, 275-278 (1985) ], e

2',3' - didesoxi-2',3'-dide-hidro- B-D-ribofuranosilo [ (f),At-
kinson e outros, Biochem., Vol. 8, 4987-4904 (1969) 7.

oy OH H HZNS
(a) (b) (c) (d)
"{\0/\(17/1 "F‘o’\Qﬁ\ { o A NA



Os acilonucledsidos trifosfatos, (AcyNTP),
em que a porgdo designada por agdcar & um grupo acilico [ por exem-
plo, 2-oxietoximetilo, (g) ], também podem ser utilizados como termi
nantes de cadeia na sequenciacdo de ADN pela metodologia de Sanger.A
utilizacdo dos AcyNTP como substratos de terminacdo de cadeia de-
monstra-se efectuando a sequenciacdo convencional de Sanger (informa
dor 32P) com os ddNTP substituidos pelos AcyNTP. As escadas de sequen
ciacdo produzidas com os AcyNTP eram virtualmente idénticas ds produ-
zidas com os ddNTP, com a excepcdo de ser necessédria uma concentracgdo
superior de AcyNTP (aproximadamente 10 x) para se obter uma distribui
cio semelhante de fragmentos de ADN. Os AcyNTP sdo eficazes tanto com
a polimerase I de ADN (fragmento Klenow) como com a transcriptase in-
versa de AMV. Por conseguinte admite-se que os derivados de alcinil-

amino dos AcyNTP funcionem como substratos de terminacdo de cadeia.

Os AcyNTP té&m a vantagem de se sintetiza-
rem mais facilmente do que os ddNTP. Apesar da sintese dos ddNTP ndo
ser um problema importante na sequencia¢do convencional, torna-se
significativo quando se preparam terminantes de cadeia marcados por
fluorescéncia estruturalmente complexos. A utilizagdo do grupo 2-oxi
etoximetilo como aclcar, simplifica bastante a sintese do reagente
ao mesmo tempo que mantem caracterfsticas de rendimento e qualidade
aceitdveis.

A investigacdo médica identificou outras

modificacBes que podem ser G(teis para a sequenciagdo de ADN. Por

exemplo, 3'-azido-2',3'-didesoxi-timidina, [ AZT; Mitsuya e outros,
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proc.. Nat. Acad. Sci. USA, Vol. 82, 7096-7100 (1985)] e 9-[ 2'-hidrd
xi-1'-(hidroximetil)-etoximetil J-guanina [ DHPG; Aston e outros,
"Biochem. Biophys. res. Comm"; Vol. 108 (1982) p. 1716-1721 ] sdo
dois agentes antivirais que se admitem que possam actuar pela sua con-
versio em trifosfatos que originam a terminacdo de cadeia da cbpia do
ADN. Os nucledsidos trifosfato com tais unidades de acdcar também po-

dem ser Gteis para a sequenciacdo de ADN.

(iii) Base heterociclica (Het).

A base heterociclica funciona como elemen-
to de identificacdo critico nos 4dcidos nucleicos, actuando como um
dador e receptor de um &tomo de hidrogénio de liga¢do numa orientacdo
espacial particular. Os elementos de base heterociclica sdo essenci-
ais para incorporagdo com a elevada fiabilidade necessdria para a se-

quenciacdo exacta. Esta parte estrutural & também o sitio de uni&o do

ligante.

As bases heterociclicas preferenciais en-
globam: uracilo (h), citosina (i), 7-deaza-adenina (j), 7-deazaguani-
na (k), e 7-deaza-hipoxantina (1).As7-ceazapurinas artificiais podem
utilizar-se para unir um ligante sem adicionar uma carga livre & por-
cdo de base e por isso destabilizando a ligacdo glicosidica. Além
disso, podem wutilizar-se outras bases heterociclicas que sejam fun-
cionalmente equivalentes como receptores e dadores de um atomo de hi-
drogénio de ligacdo, por exemplo, podem utilizar-se 8-aza-7-deazapu-
rinas e 3,7-dideaza-adenina em vez das 7-deazapurinas e podem utili-
zar-se 6 azapirimidinas em vez das pirimidinas. (Para simplificar a

nomenclatura, as bases heterocfclicas sdo designadas e numeradas co-



mo 7-deazapurinas em todo o texto).

“ L
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(iv) Ligante

0 ligante & um grupo alcinilamino em que um terminal da liga-
cdo tripla estd ligado a uma amina através de uma parte de di-radical
substituido ou insubstituido, R1, com 1-20 &tomos; o outro terminal
da ligacdo tripla estd covalentemente ligado & base heterociclica na
posicdo 5 para as pirimidinas ou na posicdo 7 (numeracgdo purina) para
as 7-deazapurinas. 0 azoto da amina do grupo alcinilamino estd ligado
a um grupo funcional reactivo ( por exemplo carbonilo) na marca fluo-
rescente. 0 ligante ndo deve interferir significativamente com a in-
corporacdo ou ligacdo & polimerase de ADN. A parte di-radical pode
ser um alcileno C,-C,, de cadeia linear, contendo eventualmente na ca
deia ligacBes duplas, ligacBes triplas, grupos arilo ou hetero-atomos

tais como N, 0 ou S. Os hetero-&dtomos podem fazer parte de grupos fun
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cionais tais como éteres, tioéteres, ésteres, aminas ou amidas. Os
substituintes na parte di-radical podem englobar &tomos de cloro ou
grupos alquilo C1-C6, arilo, éster, éter, amina, amida. Preferencial
mente a parte di-radical & um grupo alquileno C1-C10 de cadeia line-
ar; mais preferencialmente o di-radical & um grupo -CH2-.

(v) Marca fluorescente (R3).

A marca fluorescente proporciona a emissdo de uma radiagdo
detectavel apbés a excitacdo por absorgdo da energia de uma fonte apro
priada tal como um laser de iBes de argon. E desejével dispor de in-
formadores fluorescentes Gnicos que se possam distinguir para cada

base de ADN encontrada nas aplicagdes de sequenciacdo.

Pode constituir-se uma familia de informadores Gteis para
a marcacdo com fluorescéncia num processo de sequenciacdo de ADN ba-
seada em terminantes de cadeia marcados, a partir do corante conheci
do, 9-carboxietil-6-hidroxi-3-oxo-3H-xanteno [ S.Biggs e outros., J.
Chem. Soc., Vol. 123, 2934.2943 (1923) ]. Esta familia de xanteno

possui a e%trutura geral 1.

1 (a-d) 2 (a-d) 0

na qual R9 e R10 representam um &tomo de hidrogénio ou de halo-
géneo ou um grupo alquilo inferior, alcoxi inferior, ou ciano.
Un conjunto preferencial de corantes de

estrutura 1 adequados para a sequenciacdo de ADN & . a) R9:R10= H,



abs. 487 nm, emis. 505 nm; b) R9=H, R1O=CH3. abs 494 nm, emis. 512
nm; c) R9=CH3, R1O=H’ abs. 501 nm, emis. 519 nm; e d) R9=R10=CH3,
abs 508 nm, emis. 526 nm. 0s instrumentos descritos por L.M. Smith,
L.E. Hood e outros, L. M.Smith e outros e W. Ansorge e outros sdo
susceptiveis de detectar os fragmentos de sequenciacdo marcados com
qualquer destes corantes em concentracles adequadas para a sequen-
ciacdo de ADN, mas os mesmos instrumentos ndo sdo capazes de descri
minar entre o anterior conjunto de quatro corantes. No pedido de pa-
tente pendente (resumo n?. IP-597-A), aqui mencionado como referén-
cia, descreve-se um processo para a descriminacdo dos corantes e uti

lizacdo desta informacdo para determinar as sequéncias de ADN.

Esse pedido de patente descreve um siste-
ma para fazer a sequenciagdo de ADN constitufdo por meios para detec
tar a presenca de energia radiante de informadores intimamente rela-
cionados mas distintos, os quais estdo covalentemente ligados a com-
postos que funcionam como nucledtidos de terminacdo de cadeia, num
processo de Sanger modificado de elongacdo da cadeia de ADN. Liga-se
um informador fluorescente distingufvel a cada uma das quatro bases
de didesoxi nucledtido representadas nas reaccdes de Sanger de se-
quenciacdo de ADN, isto &, didesoxi nucledtidos de adenina,guanina,
citosina e timina. Zstes reagentes de terminagdo de cadeia marcada
por informador substituem os terminantes de cadeia ndo marcada no pro
cesso de Sanger tradicional e submetem-se as reaccdes em que se com-
binam com os desoxinucledtidos correspondentes, um sistema escorva-

dor apropriado, um modelo e polimerase. A mistura resultante contem
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fragmentos de ADN de comprimento variédvel que diferem uns dos outros
por uma base que termina na extremidade 3' com terminantes de cadeia
marcada Gnicos, correspondentes a cada uma das das quatro bases de
ADN. Este novo processo de marcacdo permite a eliminagdo da usual ra
dioactiva contida num dos desoxinucledtidos do processo tradicional
de Sanger.

A deteccdo destas indicagdes do informador
pode efectuar-se com dois tubos estacionérios fotomultiplicadores {os
TFM) que recebem emissdes fluorescentes muito préximas originadas por
informadores estimulados com laser e ligados aos terminantes de ca-
deia dos fragmentos de ADN. Estes fragmentos podem separar-se por
electroforese no espaco ef/ou no tempo para se moverem ac longo de um
eixo perpendicular & &rea sensora dos TFM. As emissdes fluorescentes
passan primeiro através de um filtro dicroico que possui simultaneamen
te uma caracteristica de transmissdo e de reflexdo, colocado de forma
a poder dirigir uma caracteristica (a de transmissdo . para um TFM e a
outra caracteristica fa de reflex3o) para outro TFM. Deste modo, ori-
ginam-se sinais digitais diferentes em cada TFM podendo calcular-se o
cociente da divisdo de um pelo outro de modo a proporcionar um ter-
ceiro sinal que & Gnico para um dado informador fluorescente, mesmo
quando uma série de informadores fluorescentes possuir emissdes muito
préximas. Este sistema & susceptivel de detectar informadores que se-
jam eficientemente excitados por uma finica risca laser, tal como 488
nm e que possuam emissdes muito préximas cujos méximos difiram ape-
nas uns dos outros entre 5 e 7 nm. Por conseguinte, as ordenacdes de
base sequencial, num corddo de ADN com interesse, podem fazer-se com

base no cociente Gnico calculado a partir de cada um dos quatro ter-
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minantes de cadeia marcada com informador a que corresponde cada uma

das quatro bases no ADN.

Umna vez que estes corantes de xanteno con
tém grupos funcionais reactivos, a patente anterior pendente descre-

ve também o processo de preparagdo e o projecto de reagentes que sdo

iteis para ligar estes corantes ao grupo amino de um ligante alcinil
amino. 0s ésteres de N-hidroxisuccinimida 2 (em que Ry e R,, possuem
os significados definidos para a estrutura 1), sdo exemplos preferen
ciais de tais reagentes. Durante a preparagdo de 2 adiciona-se um
grupo sarcosina a estrutura do corante bésico para minimizar as reac
¢Ges secundérias. Na patente pendente anterior este grupo opcional
de sarcosina aparece referido como um "espagador". Uma vez que aqui
apenas se utilizam os reagentes preferenciais, considera-se que apar
te fluorescente de um terminante de cadeia de alcinilamino marcado
engloba um espacgador de sarcosina. Depois de o grupo elimindvel N-hi
droxisuccinimida ter sido deslocado pelo grupo amino do ligante, li-
berta-se o corante fluorescente (parte da estrutura 1) por tratamen-
to com hidréxido de aménia concentrado. Os ésteres de N-hidroxisucci
nimida sdo agentes de acilacdo que reagem selectivamente com grupos
amino altamente nucleofilicos tais como os que estdo presentes nos
"ligantes de alcinilamino anteriormente descritos.As experiéncias de
controlo demonstram que os ésteres de N-hidroxisuccinimida idénticos
a 2 reagem muito mais lentamente com os grupos amino da base hetero-
ciclica do que com o grupo amino ligante. Se a reac¢do ocorrer de
uma forma reduzida com 0s grupos amino heterociclicos, verifica-se
que as amidas resultantes se podem hidrolisar por tratamento com hi-

dréxido de am6nia, libertando o corante. Por conseguinte & possivel
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utilizar ésteres idénticos a 2 para unir selectivamente qualquer in-
formador tal como um corante fluorescente, ao grupo amino do ligante

sem modificar o nucledtido de uma maneira indesejavel.

0s terminantes de cadeia de nucleotido de
alcinilamino marcados por fluorescéncia da presente inveng¢do, funcio
nam tdo bem na sequenciacdo de ADN com transcriptase inversa AMV co-
mo os substratos correspondentes contém ligantes de alilamino que
estdo descritos na patente pendente IP-597-A. Todavia, os compostos
da presente invencdo sdo mais féceis de sintetizar do que os substra
tos correspondentes que contém ligantes de alilamino, porque os ligan
tes alcinilamino sdo mais féceis de ligar a uma posicdo previamente
seleccionada nas diversas bases necessérias para sequenciacdo de ADN.
Além disso, os ligantes de alcinilamino podem ligar-se aos nucledti-
dos com um rendimento superior. Finalmente, & previsivel que os nu-
cleotidos que contém um alcino em conjugagdo com um anel heterocicli-
co sejam mais estéveis do que os correspondentes nucledtidos que con-
tém um alceno. 0s terminantes de cadeia adequados, marcados por fluo-
rescéncia derivados de nucledtidos de alcinilamino estdo representa-
dos pela estrutura 3, em que Nuc, R1-R4 e R6—R8 tém os significados
anteriores, R.=HO P-Be com a condicdo de, quando R8 for H ou OH,R6

57793
ndo poder ser OH.

"2

N

—_— R ///// \\\\ (marca fluorescente)

Nuc - 1

|w
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0 esquema 1 descreve os métodos para a prepa-
racdo dos nucledtidos de alcinilamino da presente invencdo em que ©
aclcar & um grupo 2,3-didesoxi-ribofuranosilo. Estes métodos sdo com
patfveis com todos os aglcares da presente inveng¢do.Quando combina-
dos com métodos conhecidos para a modificagdo dos aclicares dos nucled
tidos, estes métodos podem ser wutilizados para & preparacdo de nu-
cleGtidos de alcinilamino em que o grupo 2,3-didesoxi-ribofuranosi-

lo & substituido por outros acglicares da invencdo.

NHCOCF

0 _ Het —===—R 3
4 5
/,,NH3+
3H09P3O/\Q’Het =—F, —_—
6
H
)
N\
SW{UEO ’/‘\‘ijr’ het — &’// ( Marca fluorescente)
Z

ESQUEMA 1

Podem utilizar-se diversas vias para a
preparacdo dos primeiros intermedidrios fundamentais, os iodonucled-
sidos (4). (Em alguns casos podem utilizar-se os correspondentes
bromonucleosidos em vez dos iodonucleosidos).

5-iodo-2',3'-didesoxi-uridina pode prepa-

rar-se tratando 2',3'-didesoxi-uridina [Pfitzer e outros, "J.0rg.
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Chem".; Vol.29; (1964)] com ICL [Robins e outros, "Can.J.Chem".;Vol.
60 (1982) p. 554-557.].

5-iodo-2',3'-didesoxi-citidina pode prepa
rar-se convertendo 2',3'-didesoxi-citidina (Rayco Co.) no correspon-
dente nucleosiso de 5-mercdrio [ bergstrom e outros, "J.Carbohydra-
tes, Nucleosides and Nucleotides", Vol.4; 257 269 (1977) ] e tratan-
do depois o iodo.

Embora sejam conhecidos os métodos para a
preparacio de 7-deazaguanosina e de 2'-desoxi-7-deazaguanosina, de-
monstrou-se [ Seela e outros, "Chem. Ber".; Vol. III (1978) 2925-2930]
que o ataque electrofilico &s 7-deazaguaninas ocorre simultaneamente
nas posicdes 7 e 8. Contudo, descobriu-se agora que as 7-iodo-7-dea-
zapurinas desejadas se podem obter por tratamento das 6-metoxi-2-tio-
metil-7-deazapurinas com N-iodo-succinimida seguido pela substituigdo
dos substituintes 2-tiometilo e 6-metoxi conforme indicado no esque-
ma 2 e descrito no exemplo 3. A utilizag¢do de N-iodosuccinimida para

a iodacdo régio-selectiva de um sistema de anel de 7-deazapurina ndo

tem precedentes.
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Pode preparar-se 7-iodo-2',3'-didesoxi-7-
deaza-adenosina por desoxigenac¢do da tubercidina, seguida do trata-
mento com mercuriacdo iodacdo (esquema 3). As reac¢Bes de desoxige-
nacdo adaptaram-se a partir de procedimentos descritos por Moffatt e
outros., [ J.Am. Chem. Soc., Vol. 95 4016-4030 (1972) ] e Robins e
outros., [ Tetrahedron Lett., Vol. 25. 367-340 (1984) ], para se ob-
ter uma.aintese melhorada de 2',3'-didesoxi-7-deaza-adenosina con-

forme se indica no esquema 3 e se descreve no exemplo 4.

Pode preparar-se 7-iodo-7-deaza-adenosina
por tratamento régio-selectivo com mercdrio/iodo da tubercidina (7-
~deaza-adenosina), conforme referido por Bergstrom e outros, J. Car-
bohydrates. Nucleosides and Nucleotides, Vol. 5, 285-296 (1978) e
Bergstrom e outros., J. Org. Chem., Vol., 46 1424 (1981).
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Podem utilizar-se vias alternativas para
a preparacdo de 7-iodo-2'.3'-didesoxi-7-deaza-adenosina que ndo uti
lizam como material de partida a tubercidina que & um produto de fer
mentacdo bastante dispendioso. Estas vias apresentam-se nos esquemas
4 ¢ 5 e descrevem-se nos exemplos 5 e 6. Numa destas vias, o proble-
ma da introducdo régio-selectiva de iodo na posic¢do 7 resolveu-se por
outro processo de ioda¢cdo sem precedentes. Neste caso, o tratamento

de 6-cloro-deazapurina 32 com monocloreto de iodo, proporcionou ape-

. nas o régio-isémero de 7-iodo 33.
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Embora tenha sido feita a descricdo de um
método de acoplamento de alcinos terminais com nucledsidos de 5-iodo
uracilo protegidos, utilizando um catalisador Pd(II)/Cu(I),por Robins
e outros, ["Tetrahedron lett“., Vol.22, (1981) p.421-424 ], este méto
do n3o efectua o acoplamento desejado entre as alcinil-aminas (por
exemplo, propargilamina) e os nucledsidos de 5-iodo-pirimidina ou de
7-iodo-purina desprotegidos. A capacidade para utilizar alcinilaminas
no acoplamento directo foi altamente conveniente para proporcionar
directamente compostos com um grupo amina para posterior ligacdo da
marca fluorescente de modo semelhante, investigou-se um método que

utiliza nucledsidos desprotegidos para proporcionar uma vida mais di-
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recta para os compostos desejados, eliminando as sequéncias desneces-

sérias de reaccdes de proteccdo/desproteccgdo.

Nas condicBes a seguir descritas, foil pos-
sivel fazer com sucesso o acoplamento das alcinilaminas a uma diver-
sidade de halogeno-nucledsidos com rendimentos excelentes utilizando
um catalisador de Pd(0)/Cu(I). Esta reaccdo de acoplamento também
foi bem sucedida quando um azoto de alcinilamina estava protegido por
um grupo acilo tal como o acetilo e o trifluoroacetilo, por um grupo
alcoxicarbonilo tal como ogrupo 9-fluoro-fenil-metiloxicarbonilo e
por um grupo sulfonilo tal como o grupo p-tolueno-sulfonilo. Inespe-
radamente descobriu-se que o ndmero de &tomos de carbono entre o gru-

po amino e a ligagdo tripla ndo & critico no procedimento descrito

a seguir:

na reaccdo de acoplamento utilizou-se com sucesso 3-amino-f{-propino
(propargilamina), 5-amino-1-pentino,N,(2-propinil)-trifluoroacetami-
da, N-4(4-pentinil)-trifluoroacetamida e N-(11-dodecinil)-trifluoro-
acetamida.

0 amplo sucesso desta reaccdo de acopla-
mento catalisada por Pd(0)/Cu(I) & inesperado face aos conhecimentos
da especialidade. Por exemplo, Bergstrom e outros ["J.Am.Chem.Soc.";
Vol. 100 (1978) p. 8106 ] observam que os alcinos ndo se acoplam
aos derivados de 5 mercidrio ou de 5-iodo dos nucledsidos de uracilo
utilizando catalisadores de Pd. Do mesmo modo, Robins e outros ["J.
Org. Chem".; Vol. 48 (1983) p. 1854-1862 ] descrevem que as reacgdes
de 3',5'-di-0-acetil-5-iodo-2"'-desoxi-uridina catalisadas por Pd(II)/

/Cu(I) produzem frequentemente produtos ciclizados. Quando se utiliza
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0 processo que se descreve a seguir, o acoplamento & feito com suces
so mesmo com as alcinilaminas (tais como 5-amino-1-pentino) que pos-
suem o potencial de ciclizar facilmente.

Normalmente, 0s nucledsidos de alcinilami-
no da presente invencdo podem preparar-se colocando o halogeno-nucleo
sido e o Cu(I) num bal3o, limpando com Ar para remover o ar,adicio-
nando dimetilformamida seca, seguindo-se a adicdo da alcinilamina,
trietilamina e Pd(0). A mistura reaccional pode agitar-se durante di
versas horas ou até que a cromatografia em camada fina(CCF) indique o
consumo do halogeno-nucledsido. Quando se utiliza uma alcinilamina
desprotegida, pode isolar-se o nucleosido de alcinilamino concentran-
do a mistura reaccional e fazendo a cromatografia em gel de silica
utilizando um dissolvente de eluicdo que contenha hidréxido de amdnia
para neutralizar o hidrohalogeneto gerado na reacgdo de acoplamento.
Quando se utiliza uma alcinilamina protegida, pode adicionar-se me-
tanol/clorefo ‘de metileno & mistura reaccional, seguindo-se a adigdo
de um composto sob a forma de bicarbonato de uma resina de permuta de
anides fortemente alcalina. A massa obtida pode agitar-se durante 45
minutos,filtrar-se e pode lavar-se a resina com metanol/cloreto de
metileno adicional. Os filtrados combinados podem concentrar-se e pu-
rificar-se facilmente por cromatografia intermitente em gel de sflica,

utilizando um gradiente de metanol/cloreto de metileno.

0s nucleotidos de alcinilamino da presente
invencdo preparam-se preferencialmente a partir de nucleosidos de 5-
-iodopirimidina ou de 7-iodo-7-deazapurina, mas também se podem uti-

lizar os bromo-nucleosidos andlogos. [também se pode efectuar uma re-
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accdo de acoplamento catalisados por Pd(0)/Cu(I) para introduzir gru-
pos alcinilamina noutras posicBes do anel aromdtico ou hetero-aromd-
tico, na condic3o de apenas estar disponivel o halogeno-nucleodtido
apropriado J.

As alcinilaminas adequadas para a reac¢do
de acoplamento catalisada por Pd(0)/Cu(I) sdo os alcinos terminais
em que a ligacdo tripla estd ligada a uma amina por uma porgdo di-ra
dical de 1-20 &tomos. A porcgdo di-radical pode ser alquileno C1—C20
de cadeia linear, por exemplo —C3-H6—, ou pode conter ligagdes du-
plas (por exemplo, como no caso -CH=CHCH2), ligacBes triplas (por
exemplo, como no caso -Cﬂ}ﬁHz-) ou grupos arilo [ por exemplo, (para)-
-C.H,-, ou para CH

6 4 2
hetero-&tomos tais como N,0, ou S, como parte dos grupos éter, éster,

—C6H3—]. 0 di-radical também pode conter na cadeia

amina ou amido. Os substituintes adequados na porgdo di-radical podem
englobar &tomos de cloro ou grupos alquilo C1-C6, arilo, éster, &ter,
amina ou amida. D2 preferéncia o di-radical & um alquileno C1-C10 de
cadeia linear; mais preferencialmente,o di-radical & um grupo 'CHZ"
0s substituintes adequados na amina $d0 0S grupos alquilo(C1-C4) in-
ferior e os grupos de proteccdo tais como trifluoroacetilo. Em geral,
a amina da alcinilamina pode ser primédria, secunddria ou tercidria.
Contudo, para se utilizar como ligante, a alcinilamina preferencial

& uma amina priméria. A amina da alcinilamina & normalmente protegida
porque no passo seguinte & necesséria a proteccdo da amina. 0 produto
acoplado purifica-se mais facilmente quando se introduz a amina na

forma protegida. Prefere-se um grupo de proteccdo trifluoro-acetilo

por ser mais fécil de eliminar apbds a conversdo do produto de acopla-
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mento no 5'-trifosfato correspondente. Geralmente, pode utilizar-se
um excesso 1,5-3,0 vezes superior de alcinilamina (em relacdo ao
iodo-nucledsido) para garantir a conversdo completa do iodo-nucleo-

sido em nucleosido de alcinil-amino.

0s dissolventes adequados para a reacgao
de acoplamento englobam os dissolventes polares que dissolvam o io-
do-ou o bromo-nucleosido e n3o decompSem o sistema catalisador Pd(0)/
/Cu(1). Também se pode utilizar N,N-dimetil-formamida (DMF), acetoni-
trilo, THF, dimetilsulféxido (DMSO),hexametilfosforamida (HMPA) e &l-
coois: os solventes que contém pequenas quantidades de dgua também
sjo aceitédveis. Preferencialmente o dissolvente & o DMF. De preferén-
cia, a concentrac3do do halogeno-nucleosido & 0,02-1,0 M, e mais pre-

ferencialmente 0,2-0,5 M.

O0s catalisadores de Pd adequados sdo os
complexos de Pd(0), por exemplo, tetraquis-(triarilfosfina)-Pd(0).De
preferéncia o catalisador de Pd(0) & tetraquis-(trifenil-fosfina)-Pd-
(0). A quantidade de catalisador de Pd & geralmente de 1-25 mol %
(com base no iodo-nucledsido), e preferencialmente 5-15 mol%.Utilizam-
-se quantidades superiores de catalisadores para efectuar a reac¢do

em muita pequena escala ou para diminuir o tempo de reac¢do de aco-

plamento.

De preferéncia o co-catalisador de Cu(I)
& um halogeneto de cobre ou um pseudo-halogeneto (tal como o cianeto
de cobre) e mais preferencialmente Cul.

A propor¢do molar entre o co-catalisador

2

Cu(I) e o catalisador Pd(0) & superior a 1,0 mas inferior a 20.Quan-



do se utiliza uma alcinilamina protegida a proporgdo molar preferen-
cial entre Cu/Pd & de 2. Quando a alcinil-amina & desprotegida, o at
mo de azoto bésico ndo retardado diminui a actividade catalitica do
cobre. Neste caso & preferivel uma proporgdo Cu/Pd de 5. Em qualquer
dos casos, ndo se observa reaccio & temperatura ambiente quando Cu/
/Pd = 1. A velocidade de reaccdo geralmente amenta quando aumenta também a
proporcdo Cu/Pd. Todavia, com alcinil-aminas protegidas e proporcdes
Cu/Pd superiores a 2 este aumento é acompanhado pela producdo cres-

cente de produtos secundérios conforme se verifica por CCF.

Nesta reaccdo a trietilamina serve provavel-
mente como um purificador de &dcido; também se podem utilizar outras
aminas fortemente alcalinas.0 excesso de alcinilamina desprotegida
também pode servir como purificador de &cido, mas também se usa pre-

ferencialmente trietilamina.

0s nucledsidos de alcinilamino protegido po-

dem converter-se nos correspondentes 5'-trifosfatos por tratamento
com oxicloreto de fésforo e depoisempirosfosfato de tri-n-butilamé-
nio [ Ruth e outros, "Mol. Pharmacol".; 415 (1981) ]. o trifosfato
bruto resultante pode purificar-se neste estédio por cromatografia
de permuta de iBes fazendo a eluicdo com um tampdo volatil tal como
o bicarbonato de trietilaménia.0 desejado nuclebsido-trifosfato se-
para-se bem dos produtos secunddrios, mas a liofilizacdo provoca a
eliminacdo do grupo de proteccdo do atomo de azoto ligante quando es
se grupo de proteccdo for um grupo trifluoroacetilo. Pode completar-
-se a desproteccdo por tratamento com ambénia aquosa a 14% e pode pu-

rificar-se novamente o produto por cromatografia de permuta de ides.
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Dada a natureza do ligante e uma vez que o seu grupo de proteccdo ndo
bloqueia a conversdo em trifosfato, pode utilizar-se esta metodologia
para a prepara¢do de uma grande diversidade de nucledsidos mono-,di- ,
e trifosfatos com ligantes de alcinilamino protegido ou desprotegido.

Apés a preparacdo dos nucledtidos de alcinil-
amino da presente invengdo, pode passar-se & fase seguinte de produgdo
de qualquer nucledtido de alcinilamino marcado com um informador da

presente invencgdo.

A partir dos nucleotidos de alcinil-amino da
presente invengdo deriva-se um conjunto preferencial de quatro termi-
nantes de cadeia de nuclebétido de alcinil-amino marcados por fluores-
céncia (34-37) a seguir indicados. Este conjunto de compostos marca-
dos prepara-se conforme descrito no exemplo 19 fazendo a ligagdo dos

ésteres de N-hidroxisuccinimida 2 com o alcinilamino-nuclefsido-tri-

fosfato 6 seguida por desproteccédo de ambnia.

NH :
e er
0 CH3/
- 0
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Utilizaram-se estes quatro terminantes de ca-
deia marcada por fluorescéncia em vez dos terminantes de cadeia dide-

soxinucledtido normalizado para sequenciacdo de ADN com transcriptase
inversa ADN de acordo com o procedimento de Zagursky e outros, "Gene
Analysis Techniques"; Vol.2 (1985) p. 89-94. As escadas de:sequencia-
¢c3o marcadas por fluorescéncia resultantes podem analisar-se com ins
trumentos projectados para detectar moléculas fluorescentes d medida
que elas migram durante a electroforese em gel, de preferéncia com o
instrumento descrito no pedido de patente pendente de Robertson e ou
tros (IP-678). No pedido de patente pendente de Robertson e outros
faz-se a descricdo de um sistema deste tipo utilizando dois filtros
fazendo aqui uma breve referéncia. Conforme descrito por Robertson e
outros, coloca-se um par de mbédulos por cima e por baixo de um plano
no qual o feixe de luz de excitagdo do informador faz o varrimento
de quelhas mdltiplas de um gel de electroforese. Cada canal contem
fragmentos de ADN marcados com informador. cada médulo de detecgdo &
constitufdo por um tubo fotomultiplicador (TFM) que possui uma drea
de entrada ampla e um filtro selectivo de comprimento de onda separa
do colocado entre o seu TFM e a espécie fluorescente no gel.Estes
filtros sdo filtros de interferéncia que possuem caracteristicas com
plementares da banda de transmissdo que estimula a acg¢do do filtro
dicroico.0s filtros permitem que os TFM gerem sinais que variam em am
plitude em sentidos diferentes em funcdo da natureza das espécies.Um
dos filtros deixa passar facilmente os comprimentos de onda de emis-
sd0 inferiores e rejeita os comprimentos de onda de emissdo superio-
res enquanto o outro filtro faz exactamente o contrério. Podem utili-
zar-se filtros de transmissdo com cada um dos filtros de interferén-

cia para rejeicdo da luz proveniente de direcgdes que formem com O
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eixo angulos superiores a um angulo pré-determinado. Os filtros de
comprimento de onda possuem uma transmissdo complementar imperfeita
contra as caracteristicas de comprimento de onda na regido de emis-
sio dos quatro corantes, ocorrendo os comprimentos de onda de tran-

sicdo préximo do centro dos espectros de energia radiante das espé-

cies.

A deteccdo dos fragmentos também se pode
efectuar pelos métodos descritos por Smith e outros, Hood e outros,
e Ansorge e outros. Contudo, a andlise simultédnea das quatro bases
numa quelha f@inica utilizando a informac¢do proporcionada por este con
juntg particular de quatro corantes fluorescentes, apenas pode efec-
tuar-se por meio dos sistemas de processamento de sinal descritos na

patente pendente anterior.

No sentido de comparar os resultados obtidos
por deteccdo de fluorescéncia com os resultados obtidos com as técni
cas de sequenciacdo normalizadas, também se utilizou este conjunto
de quatro terminantes de cadeia marcada para gerar fragmentos de se-
quenciacdo marcados por fluorescéncia os quais continham também um

informador 32P. (0 informador 32

P também pode ser incorporado enzima
ticamente durante o alongamento com iniciador por adicdo de dNTP mar
cado ou por marcacdo do iniciador em 5' com uma quinase). As escadas
de sequenciacdo duplamente marcadas resultantes podem analisar-se si
multaneamente por auto radiografia e por leitor de gel fluorescente.
Estas escadas de sequencia¢3o marcadas por fluorescéncia sdo muito

semelhantes e funcionalmente equivalentes ds escadas produzidas pelos
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terminantes de cadeia de didesoxinucleotido normalizados com a excep-
cdo de, em todas as bandas, haver um desfasamento de duas bases. A

intensidade relativa das diversas bandas nestas escadas de sequencia
¢do, modifica-se por adigdo de um ligante e um corante, mas o termi-
nante de cadeia modificado ndo parece provocar a falta de quaisquer

bandas. Em condicdes apropriadas de electroforese em gel,o ligante e
corante destes terminantes de cadeia ndo provocam a migracdo andémala
das bandas: uma banda de movimentacdo mais rdpida contem menos bases
do que uma banda de movimentagdo mais lenta. O espagcamento entre ban
das adjacentes com corantes diferentes varia ligeiramente dependendo
dos corantes que estiverem préximos uns dos outros. Quando se utili-
za deteccdo por fluorescéncia ou radioactiva, em condigles 6ptimas,

estas variacdes menores na posicdo e intensidade relativas das ban-

das ndo interfere com a utilizacdo destes terminantes de cadeia para

sequenciar o ADN.

A utilidade dos nucleotidos de alcinilamino
para a preparagdo de substratos de terminacdo de cadeia marcada para
a sequenciacdo de ADN ndo se limita a sintetizar apenas o conjunto
de quatro compostos anteriormente indicados (34-37) Construiram-se
outras combinacBes de acficares, bases e corantes por meio de um li-
gante de alcinilamino e estes compostos também sdo dteis pafasequen-
ciar o ADN.

Além da sua utilidade para a preparacdo de
terminantes de cadeia marcada com fluorescéncia, os nucledtidos de

alcinilamino da presente invencdo sdo geralmente Gteis para a ligacdo
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de uma diversidade de informadores a nucledtidos ou oligonucledtidos.
Uma vez que o sitio mais nucleofilico nestas moléculas & o grupo ami-
no introduzido com o ligante, pode ligar-se selectivamente a este dato
mo de azoto um informador que contenha um &cido carboxilico activado
(por exemplo, éster de N-hidroxisuccinimida), um isocianato, um iso-
-tio-cianato, um halogeneto de arilo activado ( por exemplo,1-fluoro-
-2,4-dinitrobenzeno) ou outros grupos funcionais electrofilicos de
reactividade apropriada. As preparagdes marcadas resultantes podem

utilizar-se noutras aplicag¢les descritas a seguir.

Uma vez que se utiliza a sub-unidade de base
heterocfclica de nucleftidos no cédigo genético, a funcdo de diversos
nucledtidos & determinada frequentemente pela natureza da sub-unidade
agGcar. Do mesmo modo, a utilidade dos nucleotidos de alcinilamino de
pende especificamente do tipo da sub-unidade agfcar que estd presente.
Esta utilidade serd diminuida se o ligante alcinil-amino e/ou o infor
mador interferirem com a necessédria fun¢do do nucleotido. Os nucleo
tidos contendo ligantes de alcinilamino da presente invengdo possuem
vantagens distintas: o pequeno volume espacial do ligante alcinilami
no minimiza a perturbacdo do nucledtido; o posicionamento do ligante
na posicdo 5 dos nucledtidos de pirimidina e na posicdo 7 dos nucleé-
tidos de 7-deazapurina coloca eventualmente o ligante e o informador
na estria principal quando se incorpora o nucledétido num ADN de cor-
ddo duplo (isto serviréd para minimizar a interferéncia com a hibrida-
¢30 e com outros processos que exijam que seja possivel uma conforma-
cdo de corddo duplo); e os nucledtidos de alcinilamino com um infor-

mador associado sdo substratos excelentes para a transcriptase inver-
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sa AMY.Uma vez que os enzimas relacionados funcionalmente tendem a in
teragir com os seus substratos por formas idénticas, também & prové-
vel que estes nucledtidos possam ser substratos para outras enzimas
fiteis (tais como as transcriptases inversas, ADN-polimerases, e ARN-
-polimerases) que efectuem a polimerizacdo de nucledtidos dirigida

por uma matriz.

0s nuclebdtidos de alcinilamino da presente in-
vencdo oferecem uma alternativa atractiva para a sintese quimica (n&o
enzimdtica) de 2'-desoxioligonucleotidos marcados. 0 pedido de paten-
te ndmero PCT/US84/00279 da "Ruth International" descreve um método
para a incorporar um grupo informador numa sequéncia definida de um
oligonucledtido de corddo simples. 0 método engloba a preparacgdo de
nucledtidos monoméricos activados e adequadamente protegidos que pos-
suam um ligante, com um grupo amino protegido, a utilizacdo destes
nucledtidos monoméricos para sintetizar quimicamente oligonucleotidos,
seguindo-se a ligacdo selectiva de um informador do grupo amino ligan-
te. A pequena dimensdo dos ligantes de alcinilamino e a sua localiza-
cdo na posigdo 5 dos nucledtidos de pirimidina e na posigdo 7 dos nuc
le6tidos de 7-deazapurina melhoram as caracterfsticas dos oligonucled
tidos que os contém. E possivel preparar um monémero activado adequa-
damente protegido (38) semelhante a um descrito por Ruth a partir de
5-iodo-2'~desoxiuridina disponivel comercialmente através da ligacao
de um ligante de alcinilamino, catalisada por Pd(0)/Cu(I), seguindo-
-se a dimetoxi-tritilacdo selectiva do dlcool da posicdo 5',e final-
mente pela conversdo de uma 3'-fosforamidite com cloro-(di-isopropil-

-amino)-metoxi-fosfina. Admite-se que este monémero e outros mondme-
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ros idénticos contendo alcinilamino possam ser @teis para a sintese
de oligonucleétidos e para a ligacdo do informador de acordo com os
métodos descritos por Ruth. (0 grupo de proteccdo trifluoro-acetilo
do 4tomo de azoto ligante elimina-se com os reagentes nucleofilicos
e/ou b&sicos normalmente utilizados para a desprotec¢do final duran
te a sintese quimica de oligonucledtidos). Se o informador ndo for
afectado pelas reaccdes utilizadas na sintese de oligonucledtidos,po

derd ser ligado ao ligante de alcinil-amino num estddio anterior.

NN /mcm

38: R=H
dmTr0 /\® _39: R=0THP
% R
P - 0CH,
1-ProN/

Embora a sintese quimica de oligoribonucled-
tidos ndo seja normalmente tdo eficiente ou Gtil como a sintese de
2'_-desoxioligonucledtidos, pode preparar-se num monbmero apropriado;
(39) -0-tetrahidropiranilo (OTHP); e utilizar-se para produzir ARN
marcado.

Noutra aplicacdo, a marcagdo enzimdtica de

dcidos nucleicos de corddo duplo pode ser facilitada através da utili-

zacdo de ligantes de alcinilamino. Langer e outros, proc. Nat.Acad.
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Sci. USA. 78, 6633, (1981) descreveram um método de translaccdo exac-
ta para a marcacdo com informadores de biotina de ADN de corddo du-
plo. Utilizou-se um ligante de alil-amino para ligar a biotina a po
sicdo 5 do trifosfato de 2'-desoxiuridina e dos trifosfatos de uri-
dina.0s nucledtidos biotinilados resultantes sdo substratos para as
ADN-polimerases e ARN-polimerases. Em alternativa pode utilizar-se
um ligante de alcinilamino para a ligacdo da biotina ou, em geral,
para a ligacdo de outros informadores tais como os corantes fluores
centes. 0s compostos andlogos de trifosfato de adenosina (40) e(41)
com ligantes de alcinilamino podem preparar-se mais facilmente do
que os compostos andlogos de adenosina com um ligante alilamino. Us
anédlogos de nucledtido-trifosfatos de (40) e de (41) podem utili-
zar-se para a traducdo exacta da marcacdo de ADN ou de ARN por pro

cedimentos enzimdticos de Langer e outros.
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0s exemplos seguintes ilustram a invengdo.

Todas as temperaturas estdo em graus Celsius.
(25° ¢ significa a temperatura ambiente). Todas as partes e percenta
gens s3o em peso quando ndo estiverem especificadas de outra forma,
excepto para as misturas de lfquidos para as quais sdo em volume.Uti-
lizam-se as abreviaturas seguintes: DMF - dimetilformamida; DMSO - di
metilsulfbéxido; NHTFA - grupo trifluoroacetamido; TEAB - bicarbonato
de trietilaménia; Tris -tris-(hidroximetil)-aminometano; SF -succi-
nilfluoresceina; RMN - espectro de ressondncia magnética nuclear; IV-
-espectro de infra-vermelhos; UV - detecg¢do ou espectro de ultra-vio-
letas; CCF - cromatografia de camada fina em gel de silica; CLPE -
-cromatografia liquida de pressdo elevada; C& - cromatografia de gds;
pf - ponto de fusdo; pf d - ponto de fusdo com decomposigdo; pe -pon-
to de ebulicdo. Ao referirem-se os dados RMN apresentam-se
os desvios quimicos em ppm e as constantes de ligacdo (J) apresentam-
-se em Hertz. Nenhum dos pontos de fusdo estéd corrigido. As resinas
de permuta de ides lavaram-se com disssolventes orgdnicos e aquosos
apropriados antes de se utilizarem. A identidade de todos os compos-
tos aqui descritos estabeleceu-se por técnicas analiticas e espectros
c6épicas apropriadas. Salvo quando especificado de outra forma, a puri
ficacdo por cromatografia em gel de sflica efectuou-se conforme des-

crito por Still e outros; " J.0rg. Chem.", 43 (1978) p. 2923-2926.
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EXEMPLO 1

PREPATAGAO DE 5' -TRIFOSFATO DE 5-(3-AMINO-1-PROPI-
NIL)-2',3'-DIDESOXICITIDINA (42)

(0 composto 42 & um exemplo de estrutura 6 em que Het represen-
ta citosina (i) e Ry representa um grupo -CH,-. Constitui o percur-

sor imediato para o terminante de cadeia marcada 35)

A. PREPARAGAO DE N-PROPARGIL-TRIFLUORO-ACETAMIDA (43)

Durante uma hora, adicionou-se gota a gota
propargilamina (24,79 g ; 0,450 mole; Aldrich, 99%) a trifluoroaceta
to de metilo (69,19g; 0,540 mole; 1,2 equivalentes, Aldrich) a 0° C.
Depois de se agitar durante mais 1 hora a 09C j destilacdo, através
de uma coluna Vigreux de 15 cm, proporcionou 62,129 (91%) de trifluo
roacetamida 43. Sob a forma de um lfquido incolor (pe 68,50-69,50C a
11 torr)(11X101325/760 Newton m‘Z). Verificou-se por RMN e por CG que
este material era homogéneo e utilizou-se trocando-o com material es-
pectroscopicamente idéntico preparado por acilacdo de propargilamina

com anidrido de 4cido trifluoroacético.

TH-RMN (CDC1g) : 6,85 (1 largo s, fH, NHTFA), 4,17 (dd, J=5,6
e 2,5, 2H, CH,), 2,35 (t, J = 2,5, 1H, CH). I.V. puro; cm™') : 3300
(N-H), 3095 e 2935 (C-H),2130(acetileno),1720 (C=0), 1550 (N-H),1430,
1365, 1160, 1040,998, 918, 857, 829, 772 e 725.



B. PREPARAGAO DE 5-10D0-2',3'-DIDESOXICITIDINA (44)

Durante 19 horas fez-se o refluxo de uma so-
lucdo de 2',3'-didesoxicitidina (2,11 g; 10 mmole, Raylo) e de aceta
to de merctrio (3,359 ; 10,5 mmole, Fisher) em 50 ml de metanol.Di-
luiu-se a suspensdo branca resultante com:metanol (50 ml) e com di-
clorometano 7(100 ml).Adicionou-se iodo (3,05g; 12 mmole) e agitou-se
a suspensdo a 250 C até aparecer uma solugdo plrpura clara. D2corri-
das 4 horas adicionou-se a forma de base livre da resina AG3 X4A (20
ml; 38 meq., bio-rad; umaresina de poliestireno ligeiramente alcali-
na) e fez-se borbulhar &cido sulffidrico na reac¢do durante 15 minutos.
A precipitacdo completa do merclrio (II) verificou-se por CCF. Filtrou-
-se o produto da reaccdo com um filtro e lavou-se o filtro com meta -
nol/dicloro-metano 1:1. Evaporou-se o filtrado sobre gel de silica
(10g) e este gel de sflica assim carregado colocou-se na parte superi-
or de uma coluna de gel de sflica de 150 g. A eluigdo com 5%, 10% e
20% de metanol em diclorometano proporcionou 2,79 g (83%) de iodeto
l. 44 sob a forma de um s6lido cristalino incolor. Duas recristalizagdes

no seio de dgua em ebulicdo proporcionaram, ap6s a secagem em vacuo a

50° C, grandes prismas analiticamente puros (pf: d 178° ).

TH-RMN (DMS0-dJ): 8,50 (s, 1H, H6), 7,73 (s largo, tH, -NH,a),6,53
(s largo, 1H -NHZb), 5,86 (dd, J = 6,5 e 2,1, 1H, H1'), 5,19 (t, 1H,
5'0H), 4,04 (m, 1H H4'), 3,75 (ddd, J=12,1, 5,2 e 2,9, 1H, H5' a),
3,53 (dt, J = 12,1 e 3,8, 1H, H5'b) e 2,3-1,7 (m, 4H, H2' e H3' ).
Calculado para CgH N,0,I: C 32,07%, H 3,59%,N 12,46%. Encontrado:

127373
C 32,05%, H 3,80%, N 12,46%.
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C. PROCEDIMENTO GERAL PARA O ACOPLAMENTO DE AMINO-ALCINOS A
10D0-NUCLEOSIDOS. PREPARAGAO DE 5-(3-TRIFLUORO-ACETAMIDO-
-1-PROPINIL)-2',3' -DIDESOXICITIDINA (45)

Carregou-se um baldo de 50 ml de tré&s tubula
duras com iodocitidina 44 (770 mg; 2,00 mmole) e com iodeto de cobre
(76,2 mg; 0,400 mmole; 0,20 eq.; aldrich, Gold Label). Depois de se
limpar o baldo com drgon adicionou-se dimetilformamida seca (10 ml,
Aldrich) para se obter uma solugdo 0,2 M de iodocitidina que continha
iodeto de cobre em suspensdo.Com uma seringa adicionou-se N-propargil
trifluoroacetamida (0,70 ml; 6,00 mmole; 3,0 eq.) e trietilamina
(0,56 ml; 4,00 mmole; 2,0 eq.,armazenada em peneiros moleculares).Pe-
sou-se para um frasco tetraquis-(trifenilfosfina)-palédio (0) (231mg;
0,20 mmole; 0,10 eq.) numa caixa seca e adicionou-se d mistura reac-
cinal. Dissolveu-se o iodeto de cobre para se obter uma soluc¢do ama-
rela que escureceu gradualmente ac fim de algumas horas. deixou-se a
reaccdo evoluir até que a CCF indicou que o material de partida esta-
va completamente consumido. Decorridas 4 horas diluiu-se a mistura
reaccional com 20 ml de metanol/diclorometano 1:1 e adicionou-se re-
sina AG! X8 sob a forma de bicarbonato (Bio-rad; 2,0 g; cerca de 6
eq.; resina de poliestireno de permuta de anifes fortemente alcalina).
Depois de se agitar durante aproximadamente 15 minutos a libertacdo
de g&s cessou. Decorridos 30 minutos, filtrou-se a mistura reaccio-
nal e lavou-se a resina com diclorometano/metanol 1:1. 0s filtrados
combinados concentraram-se rapidamente num evaporador rotativo.( A

eliminacdo da dimetilformamida levou aproximadamente 10 minutos a
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45°C ¢ a 2 torr). Purificou-se imediatamente o residuo por cromato-
grafia em 100 g de gel de silica utilizando 10%, 15% e 20% de meta-
nol em diclorometano. A eliminacdo do dissolvente das fraccles apro
priadas proporcionou 651 mg (90%) de nucledsido de alcinilamina 45
sob a forma de uma espuma cristalina amarela que se verificou ser
homogénea por CCF e por RMN. Para o produto de uma preparagdo seme-
lhante verificou-se por anélise elementar que se tratava de um hemi-

-~hidrato.

" H-RUN(DMS0-0,) 9,96 (s .1argo, TH,NHTFA), 8,32 (s, 1H,H6), 7,76 (s

largo, 1H, NHza), 6,78 (s largo,1H, NH2

H1'),5,13 (t, J = 5,1, 1H,5'0H), 4,28 (d,Jd=5,0, 2H, -CH2-), 4,04

(m,1H, H4'),3,73 (ddd,J = 12, 5,0 e 3,1, 1H, H5'a) ,3,53 (dt,J=12,1

b), 5,88 (dd,J=6,5 e 2,5, 1H,

e 4,0,1H,H5"' b), 2,3-1,7 (m, 4H,H2 e H3'). 1OF-RMN (DMSO-d6):-74,O
(s). UV (MeOH): méximos a 238,5 (17,100) e 295,5 (9, 300). Calcula-
do para C14 15N4 4 3 1/2H 0: C 45,53, H 4,37, N 15,17. Encontrado:
C 45,56, H 4,52, N 15,26.

D. PREPARAGCAO DE PIROSFOSFATO DE TRIS-(TRI-N-BUTIL-AMONIA)

Dissolveu-se decahidrato de pirofosfato de
tetra-sédio (4,46g; 10 mmole) numa quntidade minima de &gua (aproxi-
madamente 50 ml) e fez-se passar por uma coluna de resina AG50W X8
(malha 100-200 mesh, leito de 4X10 cm; resina de poliestireno de
permuta de catides fortemente dcida) vertida em dgua. Fez-se a elui-

¢do da coluna com &gua e recolheu-se o eluente num baldo arrefecido



com gelo até o pH do eluente se aproximar da neutralidade. Adicionou-
-se tri-n-butilamina (Aldrich Gold Label, 7,1 ml; 30 mmole) ao eluen-
te e agitaram-se as duas faces vigorosamente até toda a amina estar
dissolvida. Liofilizou-se a solucdo resultante. Fez-se a evaporagdo
do resfduo duas vezes em conjunto com piridina seca e uma vez com di-
metilformamida seca. Dissolveu-se o residuo em dimetilformamida seca
(10 ml) e guardou-se a solucdo 1,0 M resultante (durante pelo menos

1 més) a OOC, numa atmosfera de argon até ser utilizada.

E. PROCEDIMENTO GERAL PARA CONVERTER NUCLEGSIDOS DE ALCINILAMI-
NO PROTEGIDOS NOS CORRESPONDENTES 5'-TRIFOSFATOS E PARA ELI-
MINAGAO DO GRUPO DE PROTECCAO TRIFLUORO-ACETILO. PREPARAGAQ
DE 5¢ -TRIFOSFATO DE 5-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2',3' -DIDESOXI-
CITIDINA (42).

Dissolveu-se nucleosido de alcinilamino 45
(361 mg; 1,00 mmol) em fosfato de trimetilo (2,0 ml, Aldrich Gold La-
bel) enquanto se agitava numa atmosfera de argon,num baldo seco em es
tufa. Arrefeceu-se a solug¢do para menos 10°C e adicionou-se oxiclore-
to de fésforo (0,093 ml:1,00mole, Aldrich Gold Label) com o auxflio de
uma seringa. Depois de se atingir a mistura reaccional a menos 10°¢

durante 30 minutos, adicionou-se uma segunda aliquota de oxicloreto
fosforoso (0,093 ml; 1,00 mmole) e deixou-se a solugdo aquecer lenta-
mente até 250C enquanto se mantinha a agitacdo. Temperaram-se aliquo-
tas da mistura reaccional com hidréxido aquoso 1N e fez-se a anélise
por CLPE. Quando a conversdo no correspondente nucledtido-monofosfato
atingiu um mé&ximo (neste caso decorridos 100 minutos apés a segunda
adicdo de oxicloreto de fésforo), adicionou-se a mistura reaccional,

gota a gota, a uma solugdo previamente arrefecida (—100C) de pirofos-
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fato de tris-(tri-n-butilaménia) (6,0 ml da solucdo 1,0 M anterior

em dimetilformamida seca). Deixou-se a solugcdo aquecer lentamente até
259¢ enquanto se mantinha a agitacdo numa atmosfera de drgon. Decorri-
dos 100 minutos, adicionou-se lentamente a solucdo reaccional a uma
solucdo previamente arrefecida (OOC) de trietilamina (1,4 ml) em &gua
(20 m1). Agitou-se a solucdo com arrefecimento em gelo durante 15 mi-
nutos e depois deixou-se em repouso durante a noite & temperatura
aproximada de 2°¢.

Eliminaram-se os produtos voldteis por evapo-
racdo no vacuo a 25%C e a 0,5 torr (0,5X101325/760 Newton m'z).Dissol
veu-se novamente o residuo em &gua (75 ml) e aplicou-se a uma coluna
de resina de permuta de ides DEAE-SEPHADEX (A-25-120; leito de 2,6 X
X 65 cm) que havia sido equilibrada com: 1)pH 7,6, TEAB aquoso 1,0 M
(300 ml); 2) bicarbonato de potéssio aquoso 1,0 M (300 ml) e 3) pH
7,6; TEAB aquoso. U;1M (300 ml). Eluiu-se a coluna com um gradiente
linear de TEAB aquoso de pH 7,6 desde 0,1 M (1 litro) até 1,0 M (1 li
tro). A coluna evoluiu a 100 ml/h enquanto se recolhiam fraccles de
12 em 12 minutos. Controlou-se a eluicdo por absorvéncia a 270 nm
(40 AUFS). 0 material eluido desejado apresentou uma banda principal
bem separado préximo do fim do gradiente (Fraccdes 73-80). Combina-
ram-se as fraccBes que continham o produto, concentraram-se (a uma
temperatura inferior a 30°C) e fez-se a evaporacdo conjunta duas ve-
zes, com etanol absoluto. Extraiu-se o residuo com agua (20,4 ml) e
liofilizou-se.

Extrafu-se o produto intermedidrio com agua

(12,5 ml) e adicionou-se hidrdéxido de aménia concentrado (12,5 ml).
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Depois de se agitar durante 3,5 horas manteve-se a agitacdo sob as-
piracdo no vécuo durante 2 h para eliminar o excesso de gds de ambnia
e depois liofilizou-se. Extrafu-se o resfduo com TEAB aquoso 0,1 M
(10 ml) a um pH 7,6 e aplicou-se a uma coluna de resina de permuta
de iBes "DEAE-SEPHADEX" (A-25-120, leito de 1,6X55 cm) que havia si-
do preparada conforme atrés descrito. Eluiu-se a coluna enquanto se
recolhiam fraccBes de 6 ml com um gradiente linear de TEAB desde 0,1
M (280 ml) até 1,0 M (280 ml). 0 produto eluido apresentou um pico
principal Gnico. Combinaram-se as fracgBes para as quais se admitiu
que continham o produto puro (39-45), concentrou-se ( a uma tempera-
tura inferior a 3000), evaporou-se em conjunto com etanol absoluto
(2X) e extrafu-se com &gua (9,8 ml). Submeteu-se a solugdo & absor-
cdo de UV e a CLPE e depois liofilizou-se.

A solucdo do produto dilufda apresentou mé-
ximos de absorcdo a 240 e a 293,5 nm em 50 mM de tampdo Tris aquoso
a um pH 8,2. Admitindo para o produto um coeficiente de absorcdo
igual ao do material de partida (9,300), a quantidade de produto,ba-
seada na absorcdo a 293,5 nm,foi de 0,32 mmole (32%). A cromatografia
CLPC (Zorbax SAX; 0,2 M; pH 6,5; fosfato de potdssio aquoso; contro-

1o a 270 nm) do produto final apresentou essencialmente um pico dni-

co ( >99%).

TH-RMN (DZO) : 8,57 (s, 1H, H6), 6,03 (dd,J = 6,4 e71,6,1H HT'3,
4,42 (m,2H H4' e ii5'a), 4,18 (ddd, J =12, 5,5 e 3, 1H, H5'b), 4,036

(s, 2H, -CH 2,5-1,9 (m,AH,H2' e H3'), mais os picos do ido contrd

)
rio (trietil-aménia) .31P-RMN (DZO): -9,02 (d, J=20, 1P),-9,74 (d,d=



= 20,1P), -21,37 (t,J=20, 1P). UV (ph 8,2 aq Tris): maximos a 240 e

293,5 nm.
EXEMPLO 2

PREPARAGAO DE 5' -TRI OSFATO DE 5-(3-MING -1-PROPINIL .)-
-2%,3"-DIDESOXIURIDINA (46)

(0 composto 46 & um exemplo da estrutura 6 em que Het represen-
ta um grupo uracilo (h) e Ry representa um grupo -CH2-. Trata-se do

percursor imediato do terminante de cadeia marcada 34).

A. PREPARACAO DE 5-10D0-2',3'-DIDESOXIURIDINA (47):

Dissolveu-se didesoxiuridina (2,122 g; 10,0
mmole) em 30 ml de metanol quente e, apoés arrefecimento até 250C,
adicionou-se, durante 5 minutos, mono-cloreto de iodo (4,06 g; 25
mmole; 2,5 eq. Fisher) em metanol (20 ml). Aqueceu-se a mistura reac
cional pdrpura escura num banho a 50°C numa atmosfera de azoto,duran
te 20 minutos e depois arrefeceu-se imediatamente num banho de gelo/
/4gua. Depois de ter repousado sem agitacdo durante 165 minutos, re-
colheu-se o precipitado resultante por filtracdo e lavou-se com meta
nol frio (2 X 10 ml). A secagem no vécuo durante a noite originou
2,232 g (66%) de iodeto 47 sob a forma de micro-cristais branco sujo.
Este material utilizou-se sem purificacdo posterior na reacgdo seguin

te, mas purificaram-se outras preparagdes por cromatografia ou por re
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cristalizacdo no seio de metanol em ebuligdo (30 ml/g), para se obter
agulhas brancas (pf com decomposicdo 160°-164° C). A an&lise RMN pro-
vou que o precipitado bruto era homogéneo, mas também que o protdo de
5-hidroxilo era muito largo devido & permuta catalisada pelos tragos

de impurezas. Os materiais cromatografados ou recristalizados apresen

taram espectros em que este protdo, tal como habitualmente, era um

tripleto agudo.

1

H-RMN (DMSO-d 11,60 ( s largo, tH, H3), 8,57 (s,1H,H6),5,90

6
(dd, J = 2,0 e 6,6, 1H,H1" ), 5,2 (s largo, 1H,5'0H),4,06 (m,1H, H4'),

3,75 e 3,53,( 2H, H5'), 2,26, 2,02 e 1,84 (m, 4H, H2' e H3' ).

B. PREPARAGKO DE 5-(3-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PROPINIL)-2',3*-DIDE-
SOXTURIDINA (48).

Durante 3 horas fez-se o acoplamento de iodo-
uridina 47 a N-propargiltrifluoroacetamida, de acordo com o método
geral apresentado no exemplo 1C. A cromatografia com um gradiente de
0-5% de metanol em diclorometano originou material que se verificou
ser homogéneo por CCF,mas cuja secagem foi diffcil. Ap6s diversas eva
poracdes do produto cromatografado em conjunto com cloroférmio e seca
gem no vécuo, obteve-se 536,5 mg de nucledsido de alcinilamino 48 sob
a forma de uma espuma branca. Verificou-se que este material era homo
géneo por CCF e que era puro por RMN com a excepcdo da existéncia de
uma pequena quantidade (36 mole% rendimento de 66% corrigido). de clo

roférmio.



-59-

TH-RMN (DNSO-dg): 11,61 (s, 1H, H3), 10,07 (t distorcido, TH,
NHTFA), 8,35 (s,1H H6), 7,26 (s, 0,39H, CHCl,), 5,89 (dd, J = 6,6 e
3,2, 1H, HI'), 5,15 (t, J = 5,2, 1H, 5*OH), 4,22 (d largo, 2H,-CH,N-),
4,04 (hept aparente, J = 3,5, 1H, H4'), 3,73 e 3,53 (m, 2H, H5' ),

2,26, 2,03 e 1,84 (m, 4H, H2' e H3* ).

CCF (diclorometano/metanol 95:5, duas eluigBes, UV): Iodeto de parti

da 47, R, = 0,37; produto 48, 0,28; catalisadores, 0,95 e 0,80 e um

f
aspecto riscado ligeiro.

C. PREPARAGAO DE 5' -TRIFOSFATO DE 5-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2*,3"-
-DIDESOXIURIDINA (46).

Converteu-se o nuclebsido de alcinilamino 48
(0,30 mmole) no trifosfato correspondente e eliminou-se o seu grupo
trifluoroacetilo de acordo com o procedimento geral apresentado no
exemplo 1E. Ap6s a adicdo da segunda aliqucta de oxicloreto de fésfo-
ro, permitiu-se que a fosforilacdo evoluisse durante um total de 210
minutos. Admitindo um coeficiente de absorcdo para o produto igual
ao do material de partida (13 000), a producdo de trifosfato 46,basea

da na sua absorg¢do de UV a 291,5 nm foi de 18.

EXEMPLO 3

PREPARAGCAO DE 5'-TRIFOSFATO DE 7-(3-AMINO-1-PROPINIL)-
-2',3"'-DIDESOXTGUANOSINA (49)

( 0 composto 49 & um exemplo da estrutura 6 na qual het represen

ta 7-deazaguanina (k) e R1 representa um grupo -CHZ-. Trata-se do per
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cursor imediato do terminante de cadeia marcada 37).

A. PREPARACAO DE 6-METOXI-2-METILTIO-9-(3,5-DI-0-p-TOLUOIL-2-
DESOXI-/3 -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (9).

Secou-se azeotropicamente 6-metoxi-2-metiltio-
-7-deazapurina (8; 9,29, pr=parado de acordo com o procedimento de F.
Seela e outros, "Chem. Ber."; Vol.l1l; (1978) p. 2925 por dissolugdo
em 150 ml de piridina seca e evaporou-se até da secagem a 30°-35%¢C. Com
este material fez-se uma suspensdo em 450 ml de acetonitrilo seco, a
temperatura ambiente, numa atmosfera de azoto e adicionou-se hidreto
de sédio (2,16 g de uma suspensdo a 60% em 6leo) com agitacdo. Decor-
ridos 45 minutos adicionou-se 1-cloro-2-desoxi-3,5-di-0-p-toluoil-ox -
-D-ribofuranose (18,6 g preparado de acordo com o procedimento de M.
Hoffer; “Chem. Ber."; Vol. 93 (1960) p. 2777 em tré&s porgles iguais
durante 20 minutos. Depois de se agitar a mistura reaccional durante
mais de 45 minutos & temperatura ambiente, adicionou-se &cido acéti-
co (1 ml) e dicloromatano (300 ml). Filtrou-se a mistura por sucgdo
através de uma almofada de filtragem e evaporou-se o filtrado até a
secagem. Dissolveu-se o resfduo em benzeno e lavou-se esta solugdo
com 4dgua (2X) e com uma solucdo salina (1X). Depois de se secar a ca-
mada orgdnica sobre sulfato de s6édio e ap6s a evaporacdo, dissolveu-
-se 0 residuo em metanol (400 ml) e deixou-se cristalizar para se
obter 19,24 g (73,8%) de produto ribossilado 9 sob a forma de cris-

tais incolores (pf 1060-10700).

"H-RMN (CDCL,): 2,42 (s, 3H, toluoilo CHy),2,44 (s, s, toluoilo
CH3), 2,64 (S,3H,SCH3), 2,70 e 2,89 (m, 2H, H2' ), 4,08 (s, 3H,OCH3),
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C

/

4,56 (m, 1H,H3' ), 4,65 (m,2H,H5"), 5,74 (m,1H,H4*),6,44 (d, J=4,1H,
H7).6,77 (dd, J = 8 e 6, 1H, H1'), 7,05 (d, J=4, 1H, H8) e 7,25 e 7,95

(m, 8H, toluoilo H),

A recristalizacdo de uma amostra do material anterior no seio
de metanol contendo uma pequena quantidade de diclorometano originou

cristais de pf 109°-110°c.

B. PREPARAGAO DE 6-METOXI-2-METILTI0-9-(2-DESOXI-/3 -D-RIBOFURA-
NOSIL)-7-DEAZAPURINA (10).

Durante 1,5 horas fez-se o refluxo de uma sus
pensdo de éster 9 (19 g) e da forma hidréxido da resina REXYN 201 (38
g; resina de poliestireno de permuta de anides fortemente alcalina)
em 600 ml de metanol,numa atmosfera de azoto. Filtrou-se por sucgdo a
suspensdo quente para se eliminar a resina e evaporou-se o filtrado
até 3 secagem. Dissolveu-se o resfduo s6lido em éter (450 ml) e, de-
corridos 10 minutos, filtrou-se a solugdo através de uma almofada de
filtragem para eliminar uma pequena quantidade de uma impureza colo-
rida. nucleou-se a solucdo com cristais do produto desejado obtido a
partir de uma reaccdo anterior e deixou-se em repouso durante a noite
a 259¢. recolheu-se o diol cristalino 10 por filtragdo e concentrou--
-se o licor-mie parase obter uma segunda colheita. lavou-se completa-
mente cada colheita com éter e secou-se para se obter um total de

8,43 g (78,0%) de diol 10 sob a forma de cristais incolores (pf 129°-

-130%¢).
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TH-RMN (DMSO-dG): 2,21 e 2,55 (m, 2H,H2'), 2,56 (s, 3H,SCH3),
3,53 (m, 2H,H5'), 3,82 (m, 1H,H3'), 4,02 (S,BH,OCH3), 4,36 (m,1H,H4" ),
4,90 (t,J = 5,5,1H,5'0H), 5,30 (d,J = 5,5, 1H, 3Y0H), 6,48 (d,J =4,1H,
H7), 6,55 (dd, J = 8 e 6, 1H, H1' ), 7,48 (d,J, =4, 1H,H8).

A recristalizacdo de uma amostra deste material no seio de diclorome-
tano contendo uma pequena quantidade de metanol originou cristais de

pf 130°-131° ¢.

C. PREPARAGAO DE 6-METOXI-2-METILTIO-9-(5-0-TRIFENIL-METIL-2-
DESOXI-/ -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (11).

Secou-se azeotropicamente o diol 10 (7,2 g)
por dissolugdo em piridina seca e por evaporacdo da solucdo até &
secagem a 35%C. Dissolveu-se o resfduo em piridina seca (100 ml) e
adicionou-se cloreto de trifenilmetilo (8,0 g), trietilamina (4,0 ml)
e 4-(dimetilamino)piridina (300 mg). Depois de se aquecer a mistura
reaccional a 65°C numa atmosfera de azoto, durante 30 minutos, fez-se
uma segunda adicdo de cloreto de trifenilmetilo (1,0 g) e manteve-se
o aquecimento durante 16,5 horas. depois de arrefecer concentrou-se
a mistura reacciona! e repartiu-se o resfduo entre diclorometano e
dgua. Extraiu-se a camada aquosa com diclorometano e lavaram-se as
camadas orgénicas combinadas com &cido cloridrico 0,3 N,com bicarbo-
nato de sédio aquoso e com uma solucdo salina. Depois de se secar so
bre sulfato de s6dio e de se concentrar, a purificacdo do produto bru-

to por cromatografia em gel de sflica com 0%, 1%, 1,5% e 2% de metanol



em diclorometano originou 12,1 g (94,5%) de éter monotritilico 11 sob
a forma de um produto vidrado incolor.

"H-RMN (CDC1,): 2,58 (s,3H,5CH,), 2,42 e 2,62 (m,2H,H2"),3,37
(m, 2H, H5' ), 4,04 (m, 1H, H3'), 4,08 (s,3H, OCH3), 4,60 (m,1H,H4"),
6,40 (d, J = 4, 1H, H7),6,68 (t aparente, J= 7, 1H, H1'), 7,00 (d,d=
=4, 1H, H8), 7,27 e 7,43 (m, 15H, tritilo H)

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porcdo diferente de 11 pre-

parado conforme anteriormente descrito.

D. PREPARACAO DE 6-METOXI-2-METILTIO0-9-(5-0-TRIFENILMETIL-2,3-
DIDESOXI-/3D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (12).

Durante 2 horas agitou-se a 25°C uma solucdo
de &ter tritilico 11 (12,1 g), 4-(dimetilamino)-piridina (9,2 g) e
clorotionocarbonato de fenilo (7,5 ml, Aldrich) em diclorometano se-
co (220 ml), numa atmosfera de azoto. Como a andlise por CCF indicou
que a reaccdo estava incompleta, adicionou-se clorotiocarbonato de
fenilo (4,0 ml) e agitou-se a mistura reaccional durante mais de 1
hora. Dilufu-se a solugdo com diclorometano (280 ml) e lavou-se se-
quencialmente com &cido cloridrico 0,5 N (500 ml), hidréxido de s6-
dio 0,5 N (500 ml) e uma solucdo salina. Secou-se a camada orgdnica

sobre sulfato de sédio e evaporou-se até a secagem.

Dissolveu-se o tionocarbonato bruto resultan-

te em tolueno seco (350 ml) e adicionou-se azoiso-bis-butironitrilo
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(350 mg) e hidreto de tri-n-butil-estanho (10 ml). Aqueceu-se a solu-
¢do resultante a 100°-105° ¢ durante 10 minutos. Depois de arrefecer,
diluiu-se a solucdo com um pouco de éter e agitou-se com fluoreto de
potdssio aquoso a 10% (350 ml). Filtraram-se as duas camadas através
de uma almofada d efiltracdo (para eliminar uma impureza escura) e
fez-se a separacdo. lavou-se a camada orgdnica com hidréxido de potds
sio 0,75 N e com uma solucdo salina, secou-se sobre sulfato de sédio

e concentrou-se. A cromatografia do 6leo resultante, em gel de sili-
ca com diclorometano/éter 1:1 e depois com diclorometano originou 9,93

g (84.5%) de didesoxinucledsido 12 sob a forma de um sdlido incolor

(pf 122°-124°).

"H-RMN (CDC15):2,10, 2,33, e 2,43 (m, 4K, H2' e H3'), 2,60 (s,
3, SCHy). 3,30 (m, 2H, H5'), 4,08 (s, 3H, OCHy), 4,29 (m, 1H,HE"),
6.36 (d.J = 3,7, 1H, H7), 6,53 (dd, J = 7 e &, 1H, H1'), 7,09 (d,1H,
3= 3,7, H8), 7,25 e 7,45 (m, 15H, tritilo H).

E. PREPARACAO DE 7-10D0-6-METOXI-2-METILTIO-9-(5-0-TRIFENILME-
TIL-2,3-DIDESOXI-/3 -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (13).

Adicionou-se N-iodo-succinimida (10,0 g) a
uma solucdo de deazapurina 12 (9,9 g) em dimetilformamida seca (550
ml). Depois de se agitar no escuro, numa atmosfera de azoto durante
16 horas, adicionou-se bicarbonato de s6dio aquoso a 10% (2,5 ml) e
concentrou-se a mistura reaccional no vacuo a 50°¢ para se obter um
volume de 100 ml. Repartiu-se esta solugdo entre &gua e acetato de

etilo. Lavou-se a camada orgadnica com hidrossulfito de s6dio aquoso
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a 5% e com uma solucdo salina, secou-se sobre sulfato de s6dio e con-
centrou-se. A cromatografia do produto levemente impuro, sobre gel de
silica com dicloro-metano, originou 11,68 g (95,6%) de iodeto 13 sob

a forma de um s6lido vidrado incolor.

1H-RMN (cpcl): 2,06, 2,24, e 2,41 (m, 4H, H2' eH3'),2,58 (s,
3H, SCHB)’ 3,30 (m,2H, H5'), 4,10 (S,3H,OCH3), 4,29 (m, 1H,H4'),6,47
(dd, J = 6 e 4, 1H, H1*), 7,19 (s, 1H,H8), 7,30 e 7,46 (m,15 H,triti-

lo H)

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porgdo diferente de 13,pre-

parada conforme atéds descrito.

F. PREPARAGAO DE 7-I10D0-2-METILTIO-9-(5-0-TRIFENILMETIL-2,3-
DIDESOXI-/3 -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAPURIN-4-0NA (14).

Preparou-se tiocresolato de sédio por adigdo
de metéxido de sédio (1 eq.) a uma solucdo de tiocresol em metanol e
por evaporacdo subsequente até a secagem. Durante 4,5 horas fez-se o
refluxo de uma mistura de éter metflico 13 (4,0 g), tiocresolato de
s6dio (4,0 g) de hexametilfosforamida (10 ml) em tolueno seco (150
ml),numa atmosfera de azoto. Depois de arrefecer, repartiu-se a mis-
tura entre acetato de etilo e dgua. Lavou-se a camada orgdnica com
fgua e com uma solucdo salina, secou-se sobre sulfato de s6dio e eva-
porou-se até a secagem. A cromatografia do produto bruto resultante

em gel silfca, com 0% e 2% de metanol em diclorometano originou 3,80 ¢
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(97,0%) de deazapurinona 14 sob a forma de um s6lido vidrado incolor.

1H-RMN (CDC13): 2,05, 2,25, e 2,42 (m, 4H, H2' e H3'), 2,60 (s,
3H, SCH3), 3,30 (m, 2H, H5'), 4,28 (m, 1H, H4'), 6,40 (dd, J =7 e 4,
1H, H1v), 7,05 (s, 1H, H8), 7,30 e 7,46 (m, 15H,tritilo H), 10,00 (s

largo, 1tH, H1).

G. PREPARACAO DE 7-10D0-5'-0-TRIFENILMETIL-2',3'-DIDESOXI-7-DEA
ZAGUANOSINA (15).

Adicionou-se dcido meta-cloroperoxibenzéico
(1,23 g; 85%, Aldrich) a uma solugdo agitada de metiltio-éter 14
(3,6 g) em diclorometano seco (150 ml) a OOC,numa atmosfera de azoto.
Decorridos 15 minutos removeu-se o banho de arrefecimento e manteve-
-se a agitacdo a 259¢ durante 40 minutos. Lavou-se esta solugdo com
bicarbonato de sédio aquoso e com uma solu¢do salina e secou-se SO-
bre sulfato de sédio. Adicionou-se metanol (2% em volume) e fez-se
passar a solucdo resultante através de uma pequena almofada de gel de
sflica para eliminar impurezas polares. Dissolveu-se 0 sulféxido bru-
to resultante (3,07 g) em dioxano (40 ml) e colocou-se numa bomba re-
vestida com vidro. Adicionou-se ambénia (10,0 g) e aqueceu-se a mistu-
ra a 100°C durante 2 horas numa autoclave. Evaporou-se a solugdo re-
sultante até & secagem. Dissolveu-se o residuo em diclorometano (20
ml) e filtrou-se através de uma almofada de filtracdo. Adicionou-se
metanol (40 ml) & soluc3o e ao arrefecer obteve-se 1,57 g de um pro-
duto incolor cristalizado. Evaporou-se o licor-mde e purificou-se

por meio de cromatografia liquida de média pressdo sobre gel de sfili-
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ca com 5% de metanol em diclorometano, para se obter mais 328 mg de
produto sob a forma de cristais incolores. A producdo total de dea-
zaguanosina 15 foi de 1,90 g (55,4%).

1

H-RMN (CDCI 2,05, 2,23 e 2,35 (m, 4H, H2' e H3'), 3,29 (m,

3):
2H, H5'), 4,26 (m,1H, H4'), 5,90 (s largo, 2H5NH2), 6,24 (dd, J = 7
e 4, 1H, HI'),6,90 (s,1H, H8), 7,30 e 7,46 (m, 15H, tritilo H) 10,90

(s largo, 1H,H1)

A recristalizacdo de umé amostra deste material no seio de metanol/di-

clorometano, originou cristais de pf 2010-203°C.

H. PREPARAGAO DE 2',3'—DHESOXI-7~IODO;7vDEAZAGUANOSINA (16).

Durante 10 minutos agitou-se d temperatura

ambiente uma solucdo de éter tritilico 15 (1,7 g) em acido férmico

(12 ml).Seguidamente fez-se a evaporacdo rdpida até & secagem da sus-

pensdo amarela resultante, no vécuo, a 30%C. A cromatografia do resi-

duo em gel de silica com 5%, 7% e 10% de metanol diclorometano origi-

nou 940 mg de um sélido incolor. A trituracdo deste sbélido no seio

de éter contendo um pouco de diclorometano originou 838 mg (81,0%)de

nucleosido 1§ sob a forma de cristais incolores.

1H-RMN (DMSO-DG): 1,95, 2,09, e 2,26 (m, 4H, H2' e H3'), 3,48 e
3,54 (m, 2H, H5'), 3,98 (m, 1H, H4"),4,90 (t largo, J = 5, 1H,5'0H),
6,08 (m, 1H, H1'), 6,32 (s largo, 2H,NH2), 7,12 (s, 1H, H8), 10,46
(s largo 1H, H1).



1. PREPARAGAO DE 7-(3-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PROPINIL)-2',3"-DIDE-
SOXI1-7-DEAZAGUANOSINA (50).

Durante 2,25 horas fez-se o acoplamento do
iodeto 16 (376 mg; 1,00 mmole) a N-propargil-trifluoroacetamida, de
acordo com o método geral apresentadono exemplo 1C.0 produto e o ma-
terial de partida ndo se distinguiram por CCF pelo que se fez o con-
trolo da reaccdo por CLPE de fase inversa (10 cm ODS, 1 ml/min., gra-
diente desde 100% de &gua até 100% de metanol durante 5 minutos, de-
pois 100% de metanol, com deteccdo de UV a 280 nm: iodeto de partida
16, 5,49 minutos; produto 50, 5,75 min.; intermedidrio, 6,58 min.).

0 produto bruto apresentou-se francamente soldvel emdiclorometano pe-
lo que se concentrou no seio de uma solugdo de diclorometano/metanol
sobre gel de sflica (5 g) antes de se carregar numa coluna de croma-
tografia. A eluigcdo com 2%, 5%, 7% e 10% de metanol em diclorometano
originou 300 ml (78%) de nucledsido de alcinil-amino 50 sob a forma

de um sélido amarelo.

1H—RMN (DMSO -d ): 1,96, 2,08 e 2,28 (m, 4H, H2' e H3'), 3,47 e
3,55 (m,2H, H5'), 3,99 (m, 1H, H4' ),4,22 (s largo, 2H, -CHZ-),4,9O
(t, J =5, 1H, 5'0H),6,09 (dd, J = 6 e 4, 1H, H1'), 6,33 (s largo,
2H, NHZ)’ 7,30 (s, 1H,H8), 10,05 ( s largo, 1H ,NHTFA) 10,50 (s lar-
go, 1H, H1). 'H-deslizado 'Jc-RMN (DMSO-dg): 155,5 (q, J = 36,5 tri-
fluoroacetil-carbonilo), 157,8, 153,1 e 149,9 (C2, C4 e C6), 122,6
(c8), 115,9 (q,J = 288, CF3), 99,4 e 97,5 (C7 e C5), 84,2 e 77,4
(acetilénico), 83,2 e 81,0 (Ci1* e C4' ), 62,9 (c5'), 29,7 (propargi-

lico), 31,8 e 25,8 (C2' e C3').
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Estes dados 13C-RMN obtiveram-se a partir de uma porc¢do diferente de

50 preparada conforme atrds descrito.

J. PREPARAGAO DE 5'-TRIFOSFATO DE 7-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2',3" -
DIDESOXI-7-DEAZAGUANOSINA (49) .

Converteu-se o nucleosido de alcinilamino 50
(0,90 mmole) no 5'-trifosfato correspondente e seguidamente eliminou-
-se o grupo de proteccdo trifluoroacetilo, seguindo o procedimento ge
ral apresentado noexemplo 1E. Apls a segunda adigdo de oxicloreto fos
foroso, agitou-se a mistura reaccional durante mais de 165 minutos.Ad
mitindo um coeficiente de absorcdo para o produto igual ao do materi-
al de partida (11.900) o rendimento de 5'-trifosfato 49, baseado na

sua absorcdo a 272,5 mn, foi de 18%.

EXEMPLO 4

PREPARAGAO DE 5'-TRIFOSFATO DE 7-(3-AMINO-1-PROPINIL})-2"',3"~
-DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (51).

(0 composto 51 & um exemplo da estrutura 6 na qual Het representa
7-deaza-adenina (j) e R1 representa um grupo -CHZ—. Trata-se do per-
cursor imediato do terminante de cadeia marcada 36.)

A. PREPARAGAO DE 2" ~ACETOXI-3'-BROMO-5"-(2-ACETOXI-ISOBUTIRIL)-
-ADENOSINA (18).

Durante 15 minutos adicionou-se brometo de

2-acetoxi-isobutirilo (19,5 ml; 150 mmole; 5 eq., preparado de acor-
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do com o procedimento de Russel e outros, "J. Am. Chem. Soc."; 95
(1973) p. 4016-4030 a uma suspensdo de tubercidina (17, 7-deaza-ade-
nosina; 6,66 g; 25,0 mmole, Sigma) em acetonitrilo seco (250 ml, Al-
drich). Dissolveu-se o sélido em suspensdo durante 5 minutos e agi-
tou-se a mistura reaccional numa atmosfera de azoto durante 22 horas
a 25%c. Adicionou-se a mistura reaccional a uma solucdo de hidrogeno-
-fosfato dipotéssico (43,55 g; 300 mmole; 6 eq.) em dgua (400 ml).De-
pois de se agitar durante 30 minutos, extraiu-se a solucdo com aceta-
to de etilo (1X400 ml e 2X200 ml). Secaram-se as camadas orgdnicas
combinadas sobre sulfato de magnésio e evaporou-se até d secagem pa-
ra se obter 14,73 g (11,8%) de uma espuma branca. Este material apre
sentou uma pureza superior a 95% através de uma mancha ligeira por
CCF (com detccdo de UV), mas o espectro RMN mostrou a presenca de um
produto principal e de pelo menos um produto secundario. 0 espectro

RMN estava consistente com o facto do produto principal ser o bromo-

-acetato 18.

1H-RMN (DMSO—d6) para o componente principal 18: 8,08 (s, 1H,H2),
7,34 (d, J = 3,7, 1H, H8) 7,12 ( s largo 2H, NH7), 6,70 (d,Jd = 3,7,
1H, H7), 6,32 (d,J = 3,8, 1H, H1*), 5,61 (dd, J = 2,4 e 3,8, 1H,H2' ),
4,89 (dd, J = 2,4 e 4,5, 1H, H3'), 4,43 (m, 1H, HA'), 4,35 (dd, J=12
e 4, 1H, H5'a), 4,29 (dd, J = 12 e 7, 1H, H5'b), 2,08 (s, 3H,0Ac),
2,00 (s, 3H, OAc), e 1,49 (s, 6H, 20H3).

B. PREPARAGAO DE 2°', 3'-DIDESOXI-2!',3"-DIDESIDRO-7-DEAZA-ADENO-

SINA (19).
Preparou-se o par zinco-cobre lavando rapida-

mente (tempo total decorrido cerca de 10 minutos) zinco em p6 (20 g,



Mallinkrodt) com &cido clorfdrico 1N (3 X 50 ml), &gua (2 X 50 ml),
sulfato cdprico a 2% (2 X50 ml), &gua (4 X 50 ml), etanol (3 X 50 ml)
e éter (2 X 50 ml). Durante cada lavagem agitou-se o p6 de zinco num
funil revestido com vidro até se obter uma suspensdo e eliminou-se o
produto da lavagem por suc¢do enquanto se minimizava a exposicdo do
zinco ao ar. 0 par anterior secou-se no vécuo durante 30 minutos. Dis
solveu-se o bromoacetato bruto anterior (14,63 g) em dimetilformamida
seca (150 ml, Aldrich) e eliminou-se aproximadamente 25 ml de dissol-
vente com um evaporador rotativo x450C a 2 torr (2X101325/760 Newton
m’z).Adicionou—se ¢ par zinco-cobre recentemente preparado (14,63 g;
cerca de 9 eq.) e agitou-se a suspensdo resultante numa atmosfera de
azoto a 25°C. Conforme a qualidade do par zinco-cobre, esta reaccdo
pode apresentar um perfodo de inducdo e/ou uma velocidade variavel,
pelo que se deixou a reacgdo evoluir até que a CCF (dicloro-metano/me-
tanol/hidréxido de aménia concentrado 90:9:1 : material de partida Rf=
=0,45 e para 0s produtos Rf= 0,39 e 0,36) indicou que o material de
partida tinha sido completamente consumido. No caso presente a reac-
cdo ficou completa em menos de 15 minutos. Decorridos 100 minutos,adi
cionou-se cuidadosamente bicarbonato de s6dio aquoso saturado (75 ml)
i mistura reaccional, durante 10 minutos. Filtrou-se a mistura reac-
cional através de um filtro e lavou-se este com metanol ( 2X50 ml).
Evaporaram-se os filtrados combinados até d secagem e repartiu-se o
resfduo entre &qua (150 ml) e acetato de etilo (150 ml). Extraiu-se a
camada aquosa com acetato de etilo (2X100 ml) e os extractos orgdni-
cos combinados secaram-se sobre sulfato de magnésio, concentrou-se e

secou-se no vécuo durante 1 hora.
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Dissolveu-se o semi-sélido laranja escuro re-
sultante em metanol (100 ml) e depois adicionou-se dgua (25 ml) e re-
sina REXYN 201 (29 g; 4,3 meq,/g, 5 eq., sob a forma de hidréxido).
fez-se o refluxo da mistura reaccional durante um tempo total de 210
minutos. 0 controlo feito por CCF (diclorometano/metanol/hidréxido
de aménia concentrado 85:13:2; intermedidrio, Rf = 0,49; produto fi-
nal 19;0,24) indicou que a reaccdo tinha parado bruscamente apbs cer-
ca de 70% de conversdo, pelo que ao fim de 165 minutos se adicionou
mais resina (29g). sem se arrefecer eliminou-se a resina por filtra-
cdo e lavou-se com diclorometano/metanol 1:1 (2X75 ml). Evaporavam-se
os filtrados combinados até & secagem e osélido pdrpura resultante
recristalizou no seio de isopropanol em ebuli¢do (150 ml), para se
obter 3,778 g de olefina 19 sob a forma de agulhas branco sujo (pf
2050-2060C). Obteve-se uma segunda colheita de 0, 631 g d eproduto
(agulhas parpura ténue, pf. 2020-2030C) por concentracdo do licor-mde
até 25 ml. Ambas as colheitas (total de 4,409 g; 76%) se mostraram

homogéneas por CCF e puras por RMN com a excepcdo de ligeiros tracos

de isopropanol.

"h-RMN (DMSO-d ) : 8,07 (s, TH, H2), 7,15 (d, J=3,6, 1H,H8),
7,12 (s largo, 1H,H1"), 7,01 (s largo, 2H, NHé),6,57 (d,d = 3,6, 1H,
H7), 6,43 e 6,02 (d largo, J = 6,0, 1 H cada, H2' e H3'), 4,95 (t,

J=6,5, 1H, 5'0H), 4,79 (m, 1H, H4'), e 3,52 (m, 2H, H5'),
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C.PREPARAGCAO DE 2',3" -DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (20).
Carregou-se uma garrafa de Parr de 450 ml com
olefina 19 (3,80 g), etanol (76 ml), palddio em carbono a 10% (380 mg,
Aldrich) e hidrogénio & pressdo de 40 psi (4OX6,89X103 Pascal ).Depois
de se agitar durante 4,67 horas a 25%C tinha sido absorvido hidrogé-

3 Pascal) e tinha cessado a

nio correspondente a 14,5 psi (14,5X6,89X10
libertacdo de hidrogénio. A CCF (duas eluicOes com diclorometano/meta-
nol/hidréxido de aménio concentrado 85:13:2; material de partida 19 ,
0,45; produto 20, 0,48) mostrou para UV a conversdo completa num dni-
co produto novo activo. Eliminou-se o catalisador por filtracdo atra-
vés de um filtro e lavou-se com etanol. A eliminagdo do dissolvente

do filtrado e a secagem nc vécuo durante a noite originaram 3,98 ¢
(10,4%) de didesoxinucleosido 20 sob a forma de uma espuma branca. 0
espectro RMN indicou que o produto era homogéneo com a excepcdo da
presenca de 8% em peso de etanol (96% do rendimento corrigido)} Porcdes
idénticas deste material resistiram & cristalizag¢do e tornaram-se ex-
tremamente higroscépicas sob secagem azeotrdpica com dissolventes ani
dros. Por isso armazenou-se este material no vdcuo durante cerca de

1 semana e utilizou-se quando o espectro RMN indicou que o material
continha 5% em peso de etanol. A falta de cristalinidade e as carac-
teristicas espectrais observadas para este produto estdo de acordo

com o anteriormente descrito por Robins e outros; "Can.J.Chem.";Vol.

55 (1977); p. 1259.

1H - RMN (DMSO-d6): 8,04 (s,1H,H2), 7,33 (d, J=3,6, 1H,H8),6,97

(s largo, 2H,NH2), 6,56 (d, J=3,6, 1H,H7 ), 6,34 (dd,J =5,2 e 6,4,1H



H1 ), 4,96 (t,J=5,6, 1H,5'0H), 4,33 (t, J=5,1, 0,43H, etanol OH),4,04
(m,1H,H4'), 3,4-3,6 (m, 2,86H, H5' e etanol CHZ)’ 2,33,2,21 e 2,02
(m, 4H, H2'e H3'),, e 1,06 (t,J=7,0,1,3H,etanol CH3).

D. PREPARAGAO DE 7-10D0-2%,3' -DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (21).

Durante duas horas aqueceu-se a 65°C, numa
atmosfera de azoto, uma solugdo agitada mecanicamente de didesoxinuc-
ledsido 20 95% puro (2,95 g; 11,96 mmole),acetato de sddio anidro
(4,13 g; 50,3 mmole; 4 eq.) e acetato mercarico (3,81 g; 11,95 mmole;
1,00 eq; Fischer; 99,9%) em &gua (190 ml). Depois de arrefecer a sus-
pensdo de mercirio branca resultante, para 259C, adicionou-se iodo
(4,79 g; 18,9 mmole; 1,6 eq.) e acetato de etilo (190 ml).Decorrida 1
hora,o mercrio em suspensdo havia sido consumido e restava uma solu-
cdo parpura limpida. decorridas 2 horas adicionou-se sulfito de so-
dio (6,35 g) e desapareceu a cor pdrpura. Depois de se agitar durante
30 minutos fez-se borbulhar suavemente &cido sulffidrico na reaccdo du
rante 15 minutos. 0 sulfureto mercdrico ( um coldide negro) e o iode-
to 21 (um p6é branco) precipitaram no seio da reaccdo. A precipitacgdo
completa do merctrio (II) verificou-se por CCF fazendo o controlo por
UV do desaparecimento de uma das duas manchas principais activas. Fil
trou-se a mistura reaccional através de um filtro e separou-se em
duas camadas. Lavou-se o filtro com acetato de etiloemebulicdo (9 X
X 100 ml) até que a CCF indicou que j& n3o se extrafa mais produto.
Lavou-se cada extracto de acetato de etilo coma camada aquosa. As ca-

madas de acetato de etilo combinadas secaram-se sobre sulfato de mag-
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nésio e evaporou-se até & secagem. 0 s6lido bruto resultante ficou
vermelho por exposicdo ao ar. Dissolveu-se este material em dicloro-
metano/metanol 3:1 (100 ml) e adicionou-se a forma de base livre da
resina de permuta de anides AG3 X4A (5,0 g, BioRad; 2,9 meq./g se-
cos). Fez-se borbulhar &cido sulfidrico na solucdo vermelha durante
10 minutos e a cor vermelha desapareceu. Eliminou-se uma ligeira tur-
vacdo aquecendo suavemente e filtrou-se a solucdo rapidamente através
de uma almofada de 2 cm (15 g) de gel de sflica. Eluiu-se o gel de si
lica com mais diclorometano/metanol 3:1 (100 ml). Adicionou-se gel
de sflica (50 g) ao filtrado e fez-se borbulhar &cido sulfidrico du-
rante 10 minutos. Eliminou-se o dissolvente desta mistura com um eva
porador rotativo e "secou-se" o gel de sflica fazendo a evaporacdo
conjunta com cloroférmio (200 ml). Com este gel de silica carregou-
-se rapidamente uma coluna de gel de sflica (500 g) que tinha sido
desgaseificada com uma corrente de azoto. A eluic¢do numa atmosfera
de azoto com 5% (6 litros) e 10% (4 litros) de metanol em ebuigdo em
diclorometano originou 2,92 g (64%) de iodeto 21, sob a forma de um
p6 branco e 456 mg (7,5%) de 7,8-di-iodo-2',3'-didesoxi-7-deaza-ade-
nosina menos polar. A recristalizacdo do produto principal no seio
de acetato de etilo em ebulicdo (200 ml) originou 2,626gde agulhas
brancas (pf 1589-160° C). A concentracdo dos licores-mde para 10 ml
originou uma segunda colheita de 0,391 g de agulhas vermelho claro
(pf 156°-158° C). Ambas as»colheitas se apresentaram homogéneas de

acordo com o espectro RMN e por CCF e em conjunto o rendimento glo-

bal foi de 64% de iodonucleosido 21 a partir da olefina 19.
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TH-RMN (DMSO-dg): 8,09 (s, 1H,H2), 7,67 (s,1H,H8), 6,65 (s lar-

go, 2H, NHZ)’ 6,34 (dd, J = 4,4 e 6,8, 1H, H1'), 4,95 (t, J= 5,5, 1H,
5(0H), 4,04 (hept aparente, J= 3,5, 1H, H4'), 3,59 e 3,49 (m, 2H,H5'),
2,30, 2,28 ¢ 2,00 (m, 4H, H2' e H3' ).

E. PREPARAGAO DE 7-(3-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PROPINIL)-2',3!-DIDE-
SOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (52)

Durante 90 minutos fez-se o acoplamento do
iodeto 21 (720,3 mg; 2,00 mmole) com N-propargil-trifluoroacetamida
sequindo o procedimento normalizado apresentadono exemplo 1C. A cro-
matografia com 7% de metanol em diclorometano originou 705,8 mg (92%)
do produto de acoplamento 52 sob a forma de um pd branco sujo que se
apresentou homogéneo, de acordo com o espectro RMN e por CCF. A re-
cristalizacdo no seio de acetato de etilo em ebuligdo (10 ml) origi-

nou 372 mg de micro-cristais brancos (pf 169%-171° c).

1H-RMN (DMSO-dG): 10,1 (t distorcido, 1H, NHTFA), 8,10 (s, 1H,
H2), 7,78 (s, 1H,H8), 6,0-7,5 ( s muito largo,2H, NH2), 6,34 (dd,J =
- 4,5 e 7,0,1H,H1"),4,98 (t, J = 5, 1H, 5'0H),4,31 (s ligeiramente
largo, 2H, -CHZN—), 4,10 (hept aparente, J = 3,5, 1H, H4'), 3,60 e
3,40 (m, 2H, H5'), 2,37 ,2,18 e 2,00 (m, 4H, H2' e H3!).

CCF (diclorometano/metanol/hidréxido de aménia concentrado 90:9:1;

UV) iodeto de partida 21, R.=0,36; produto 52, 0,26).
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F. PREPARAGAO DE 5'-TRIFOSFATO DE 7-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2',3'-
-DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (51).

Converteu-se o nucleosido de alcinil-amino

52 (1,00 mmole) no correspondente 5! -trifosfato e eliminou-se o gru

po trifluoro-acetilo, seguindo o procedimento geral descrito no exem
plo 1E. Apés a adigdo de uma segunda aliquota de oxicloreto de fésfo
ro, agitou-se a solucdo durante 120 minutos. Admitindo para o produ-
to um coeficiente de absorcdo igual ao do material de partida (12.700),

o rendimento do trifosfato 51, baseado na absorcdo a 279,5 nm, foi

de 40%.

1H-RMN (DZO): 7,97 (s,1H,H2), 7,80 (s, 1H,H8), 6,33 (m, TH,H1Y ),
4,44 (m, 1H,H4Y), 4,27 (m, 1H, H5'a), 4,14 (m, 1H, H5'b), 4,11 (s lar
go, 2H, -CH,-), 2,6-2,0 (m, 44, H2' e H3* ), mais os picos do ido con
trério (trietil-aménio). 31P-RMN (DZO): -8,59 (d largo, J = 20, 1P),
-9,56 (d, J = 20,1P) , e -21,38 (m, 1P). UV (pH 8,2 Tris aq: maximos

a 238 e 279,5 nm.

EXEMPLO 5

UMA SEGUNDA PREPARAGAO DE 7-10D0-2',3'-DIDESOXI-7-DEAZA-
~ADENOSINA (21).

( 0 composto 21 & um intermediério preparado e utilizado no exem

plo 4).
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A. PREPARAGAO DE 6-CLOR0-2-METILTIO0-9-(2-DESOXI-/3 -D-RIBOFURANO-
SIL)-7-DEAZAPURINA (23).

Adicionou-se metanol (210 ml) e hidréxido de
aménia concentrado (210 ml) a uma solucdo de 6-cloro-2-metiltio-9-
-(3,5-di-0-p-toluoil-2-desoxi-/5 -D-ribofuranosil)-7-deazapurina (22,
26,8 g, preparado conforme descrito por Kazamierczuk e outros; " d.
Am. Chem. Soc.™; Vol. 106 (1984) p.6379 em diclorometano (210 ml).
Agitou-se a mistura resultante & temperatura ambiente durante 5 dias
e depois evaporou-se até a secagem. Secou-se O residuo por evapora-
¢3o em conjunto com etanol. Dissolveu-se o produto bruto em dicloro-

metano e, deixada a solucdo em repouso observou-se a precipitacdo de

cristais incolores.

Recolheu-se o precipitado e lavou-se cuidado
samente com &ter, para se obter 14,5 g (79,1%) de diol 23 (pf com de

composicdo 190°-192°% ¢).

1H-RMN (DMSO-dG): 2,26 e 2,55 (m, 2H,H2'), 2,57 (S,BH,SCHB),3,54
(m, 2H, H5'), 3,84 (m, 1H, H3'), 4,37 (m, 1H, H4'), 4,95 (m, 1H,0H),
5,34 (m, 1H,0H), 6,57 (m, 1H,H1'), 6,63 (m, 1H, H7), 7,80 (m, 1H,H8).

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porgdo diferente de diol 23

preparado conforme atés descrito.

B. PREPARAGAO DE 6-CLOR0—2-METILTIO-9-(5-0—TRIFENILMETIL-2-
DESOXI—/§-D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (24).

Secou-se o diol 23 (14,5 g) por evaporagao



conjunta com piridina seca. Adicionou-se cloreto de trifenil-metilo
16 g), 4-(dimetilamino)-piridina (600 mg), e trietilamina (8,0 ml)
a uma solucdo do diol seco em piridina seca (200 ml). Depois de se
agitar a mistura reaccional a 65°C numa atmosfera de azoto durante 6
horas, adicionou-se mais cloreto de trifenilmetilo (2,0 g) e trietil
amina (1,0 ml) e manteve-se 0 aquecimento durante 17 horas. Depois de
arrefecer adicionou-se metanol (3 ml) e evaporou-se a mistura reac-
cional até 3 secagem. Repartiu-se o resfiduo entre diclorometano e
dcido clorfdrico 0,3 N. Lavou-se a camada orgdnica com bicarbonato
de sédio aquoso e com uma solugdo salina, secou-se sobre sulfato de
sédio e evaporou-se até a secagem. A cromatografia do produto bruto
resultante em gel de silica com 1% e 1,5% de metanol em diclorometa-
no originou 22,7 g (88,6%) de éter mono-tritilico 24 sob a forma de
um sélido vidrado.
TH-RMN (CDCIB): 2,48 e 2,60 (m, 2H, H2'), 2,59 (s,3H, SCH3),
3,40 (m, 2H, H5'), 4,08 (m,1H,H3'), 4,61 (m, 1H,H4*), 6,43 (m, 1H,H7),
6,68 (m, 1H,H1'),7,2-7,5 (m, 16H, tritilo H e H8).

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porgdo diferente de 24 pre-

parado conforme atrds descrito.

C. PREPARAGAO DE 6-CLOR0-2-METILTIO-9-(5-0-TRIFENILMETIL-2,3-DI-
DESOXI-/3> -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (25).

Adicionou-se 4-(dimetilamino)-piridina (16,5

g) e clorotionocarbonato de fenilo (13,5 ml) a uma solucdo de éter
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tritilico 24 em diclorometaw seco (300 ml). Depois de se agitar a
mistura reaccional & temperatura ambiente numa atmosfera de azoto du
rante 2,25 horas, adicionou-se diclorometano (200 ml). Lavou-se a so
lucdo com &cido clorfidrico 0,5 N (700 ml), com hidr6éxido de sédio
0,5 N (700 ml) e com uma solucdo salina. Secou-se a camada orgdnica
sobre sulfato de s6dio e evaporou-se até a secagem.

Dissolveu-se o tiocarbonato bruto resultante
em tolueno seco (450 ml) e aqueceu-se a solugdo para proporcionar o
refluxo suave. Adicionou-se azo-iso-bis—butironitrilo (600 mg) e hi
dreto de tri-n-butil-estanho (17,7 ml). depois de se agitar ao reflu
x0 numa atmosfera de azoto durante 15 minutos adicionou-se mais hidre
to de tri-n-butil-estanho (2,0 ml) e fez-se o refluxo da mistura re-
accional durante mais 15 minutos. Depois de arrefecer diluiu-se a
mistura reaccional com &ter (200 ml) e lavou-se com fluoreto de potds
sio aquoﬁo a 10% (500 ml), com hidr6éxido de potéssio 0,75 N (500 ml)
e com uma solucdo salina. Depois de se secar sobre sulfato de sédio
e de se concentrar, a cromatografia do produto bruto resultante, em
gel de sflica, com diclorometano/éter 2:1 e com diclorometano origi-
nou 10,1 g de didesoxinucledsido 25. As fracgles impuras combinaram-
-se e nova cromatografia originou mais de 3,76 g de produto puro.Com-
binaram-se estes produtos para proporcionar 13,9 g ( 63%) do produto
25 sob a forma de um sélido incolor (pf 1400-142,5°C).

1H—RMN (CbCl,): 2,11, 2,36, e 2,46 (m, 4H, H2' e H3'), 2,60 (s

3
3H, SCHB), 3,33 (d aparente, J = 4, 2H, H5'), 4,32 (m, 1H, H4'),6,39

(d,J=3,7, 1H,H7),6,52 (dd,J=6,7 e 3,7,1H,H1"),7,25 e 7,45 (m, 15H,
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tritilo H), 7,32 (d, 1H, J = 3,7, H8).

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porcdo diferente de 25 pre-

parado conforme atrds descrito.

D. PREPARAGAO DE 6—CLORO-2-METILTIO-9-(2’,3“-DIDESOXI—ﬁ§—D—RIBO-
FURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (26).

Adicionou-se &cido trifluoroacético (10 ml)
a uma solucdo de &ter tritflico 25 (7,58 g) em metanol/diclorometano
1:1 (100 ml) e agitou-se a solucdo a 25°C numa atmosfera de azoto du
rante 17 horas. Repartiu-se a mistura reaccional entre diclorometano
(500 ml) e bicarbonato de sédio aquoso, e extrafu-se novamente a ca-
mada aquosa com diclorometano.As camadas orgdnicds combinadas secaram-se sobre
sulfato de sédio e evaporou-se até & secagem. A cromatografia do re-
sfduo em gel silica com 0% e 5% de metanol em diclorometano propor-
cionou 4,07 g (97,1%) de nucledsido 26 sob a forma de um s6lido vidra

~ do espesso incolor.

TH-RMN (CDC1,): 2,16,2,26, e 2,50 (m, 4H, H2'e H3 ), 2,63 (s, 3H,
SCHy)» 2,76 (s largo, 1H,0H), 3,67 e 3,93 (m, 2H,H5'), 4,27 (m, 1H,
HA'), 6,38 (dd, J=6.7 e 5,2 Hz, 1H, H1'), 6,51 (d, J = 3,7 Hz,1H,H7),
7,26 (d,1H, J = 3,7 Hz,H8).

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porcdo diferente de 26 pre-

parado conforme atrés descrito.
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E. PREPARAGAO DE 2',3"-DIDESOXI-2-METILTIO-7-DEAZA-ADENOSINA (27)
Destilou-se aménia (10 g) para uma solucdo de
cloreto 26 (1,83 g) em metanol (50 ml) numa bomba revestida com vidro.
Aqueceu-se a solucdo numa autoclave a 100°C durante 15 horas. Depois
de arrefecer evaporou-se a mistura reaccional até a secagem. A purifi
cacdo do produto bruto resultante sobre gel de sflica com 0%,3% e 5%
de metanol em diclorometano originou 1,27 g (80,4%) de deaza-adenosi-
na 27 sob a forma de um sélido incolor (pf 184°-185° ¢).

TH-RuN (DMSO-d6): 2,01, 2,21, e 2,39 (m, 4H, H2'e H3'), 2,45 (s,
3H, SCH3), 3,50 (m, 2H,H5'), 4,02 (m, 1H, H4'), 4,83 (t, J = 5,5, 1H,
5'0H), 6,32 (dd, J=7 e 4,5, 1H, H1'), 6,50 (d, J=3,7, 1H, H7), 7,07
(s largo, 2H, NH2), 7,20 (d,1H, J=3,7, H8).

F. PREPARAGAO DE 2',3'-DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (20).

Fez-se o refluxo de uma mistura de 600 mg de
27 em niquel de Raney em excesso (Aldrich, lavagem prévia com &gua e
metanol), numa atmosfera de azoto até que a CCF indicou o desapareci
mento do material de partida (6 horas). Filtrou-se a solugdo quente
através de um filtro e recolheu-se o niquel de Raney e lavou-se bem
com metanol. Evaporou-se os filtrados combinados para se obter 424 g
(84,9%) de 20 sob a forma de um sélido vidrado incolor idéntico ao

do material preparado no exemplo 4C.



G. PREPARACAO DE 7-10D0-2',3'-DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (21).

Iodou-se didesoxi-7-deaza-adenosina 20 seguin

do o procedimento apresentado no exemplo 4D.

EXEMPLO 6

UMA TERCEIRA PREPARAGAO DE 7-I10D0-2',3'-DIDESOXI-7-DEAZA-
-ADENOSINA (21).

( 0 composto 21 & um intermedidrio preparado e utilizado no

exemplo 4).

A. PREPARACAO DE 6-CLOR0-9-(2-DESOXI-/%-D-RIBOFURANOSIL)-7-DEA_
ZAPURINA (29).

Adicionou-se uma solugdo de hidr6éxido de amd
nia concentrado (100 ml)em .metanol (175 ml) a uma solucdo de 6-clo-
r0-9-(3,5-di-0-p-toluoil-2-desoxi-/3 -D-ribofuranosil)-7-deazapurina
(28; 10,0 g 3 preparada conforme descrito por Z. Kazimierczuk e ou-
tros; "J. Amer. Chem. Soc.™; Vol. 106 (1984) p. 6379) em diclorome-
tano (100 ml). Depois de se agitar a mistura resultante a 25°C duran-
te 24 horas, adicionou-se mais hidréxido de aménia concentrado (50 ml)
Depois de se agitar durante um total de 5 dias evaporou-se a mistura
reaccional até & secagem e evaporou-se o produto bruto em conjunto
com etanol. Dissolveu-se o resfiduoemdiclorometano e o produto dese-

jado cristalizou. A filtracdo e a secagem proporcionaram 4,90 g (92%)



de nucledsido 29 sob a forma de cristais incolores (pf 155,50-158,50C).

6): 2,30 e 2,55 (m,2H,H2'), 3,58 (m,2H,H5'), 3,85

(m, 1H, H3'), 4,40 (m, 1H,H4"), 4,97 (m, 1H,0H), 5,35 (m,1H,0H),6,65

H-RMN (DMSO-d
(m,1H,H1'), 6,75 (d, 1H,H7), 8,00 (m, 1H,H8), 8,65 (s, 1H,H2).

Estes dados obtiveram-se a partir de uma porgdo diferente de 29 pre-

parada conforme atrés descrito.

B. PREPARACAO DE 6-CLOR0-9-(5-0-TRIFENIL-METIL-2-DESOXI-/3 -D~
-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA(30).

Secou-se o nucleosido 29 (2,5 g) por evapora-
¢do conjunta com piridina seca. Dissolveu-se o residuo novamente em
piridina seca (40 ml) e adicionou-se cloreto de trifenilmetilo (2,5
g), 4-(dimetilamino)-piridina (120 mg) e trietilamina (1,6 ml). Agi-
tou-se a mistura reaccional a 659C durante 4 horas numa atmosfera de
azoto. Adicionou-se mais cloreto de trifenilmetilo (1,0 g) e trietil-
amina (0,6 ml) e agitou-se a mistura a 75 O¢ durante 18 horas. Depois
de arrefecer adicionou-se metanol (2 ml) e evaporou-se a mistura reac-
cional até & secagem. Repartiu-se o residuo entre diclorometano e é&ci
do cloridrico 0,5 N. Lavou-se a camada orgénica com bicarbonato de
sédio aquoso e com uma solugdo salina, secou-se sobre sulfato de s6-
dio e evaporou-se até & secagem . A cromatografia em gel de sfilica
com09%, 1,5% e 3% de metanol em diclorometano proporcionou 2,26 ¢

(48%) de &ter tritflico 30 sob a forma de um sélido vidrado.
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L

3): 2,46 e 2,65 (m, 2H, H2'), 3,40 (m, 2H, H5'),4,10

(m, 1H, H3'), 4,65 (m, 1H, H4'), 6,55 (d, 1H, H7), 6,72 (m, 1H H1'),
7,2-7,5 (m, 16H, tritilo H e H8), e 8,60 (s,1H,H2).

YH-RMN (CDCI

C. PREPARAGCAO DE 6-CLOR0-9-(5-0-TRIFENILMETIL-2-DESOXI-3-TIONO-
CARBOFENOXI-,§ -D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (30a).

Adicionou-se 4-(dimetilamino)-piridina (1,35
g) e clorotionocarbonato de fenilo (1,20 ml) a uma solucdo de é&ter
tritflico 30 em diclorometano seco (30 ml). Depois de se agitar a
mistura reaccional numa atmosfera de azoto durante 2 horas a 250C
adicionou-se mais diclorometano (20 ml) e lavou-se a solucdo com aci
do cloridrico 0,5N, com hidr6xido de sédio 0,5 N e com uma solucdo
salina. Secou-se a camada orgdnica sobre sulfato de sédio e evaporou-
-se até d secagem. A trituracdo do residuo no seio de diclorometano/
/éter originou 1,53 g (76%) de tiocarbonato 30a sob a forma de cris

tais incolores (pf 186,5°-188,5°C).

1H-RMN (CDC13): 2,85 e 3,00 (m, 2H, H2'), 3,55 (m,2H,H5’), 4,50
(m, 1H,H4'), 6,00 (m, 1H, H3'), 6,60 (d, 1H,H7), 6,85 (m,1H,H1"), 7,1~
-7,5 (m, 20H, tritilo e fenilo H), 7,50 (d, 1H, H8), e 8,60 (s,1H,H2).

D. PREPARAGAO DE 6-CLOR0-9-(5-0-TRIFENILMETIL-2,3-DIDESOXI-/3 -
-D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (31).

Aqueceu-se a 110°C uma soluc3o de tiocarbona-

to 30a (1,2 g), azo-iso-bis-butironitrilo (50 mg) e hidreto de tri-n-
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-butil-estanho (0,60 ml) em tolueno seco (50 ml) numa atmosfera de
azoto durante 15 minutos. Depois de arrefecer diluiu-se a mistura
reaccional com 50 ml de é&ter e lavou-se com fluoreto de potdssio aquo
so a 10% (50 ml) e com uma solucdo salina. Secou-se a camada orgdnica
sobre sulfato de sédio e evaporou-se até & secagem. A cromatografia
do produto bruto resultante sobre gel de sflica com 0% e 1,5% de meta
nol em diclorometano originou 0,84 g (92%) de didesoxinucleésido 31

sob a forma de um s6lido incolor (pf 60°-63,5°C).

1H—RMN (CDCIB): 2,11, 2,36, e 2,50 (m, 4H, H2' e H3'), 3,37 (m,
2H, H5'), 4,35 (m, 1H,H4'), 6,50 (d, J=3,7, 1H,H7), 6,58 (dd, 1H,H1"),
7.25 e 7,45 (m, 15H, tritilo H), 7,55 (d, 1H, J = 3,7, H8), e 8,60
(s, 1H, H2 ).

E. PREPARACAO DE 6-CLOR0-9-(2,3-DIDESOXI-,%-D-RIBOFURANOSIL)-7-
-DEAZAPURINA (31a).

Adicionou-se &cido trifluoroacético (1,5 ml)
a uma solucdo de &ter tritilico 31 (700 mg) em metanol/diclorometano
1:1 (20 ml). Depois de se agitar numa atmosfera de azoto a 25°C du-
rante 17 horas adiconou-se bicarbonato de sédio (1,5 g) e agitou-se
a mistura durante 30 minutos. Filtrou-se a mistura reaccional e eva-
porou-se até & secagem. A cromatografia do produto bruto resultante
em gel de sflica com 0% e 2% de metanol em diclorometano originou

300 mg (84%) de &lcool 31a sob a forma de um sélido vidrado incolor.
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1.H—RMN (CDC13): 2,20, 2,40 e 2,65 (m, 4H,H2' e H3'), 3,65 e 4,00
(m, 2H H5'), 3,95 (s largo, 1H,O0H , 4,25 (m, 1H, H4'), 6,28 (dd, 1H,
H1'), 6,62 (d, J = 4, 1H,H7), 7,40 (d, 1H, J = 4, H8), e 8,65 (s,1H,

H2).

F. PREPARAGAO DE 6-CLOR0-9-(5-ACETOXI-2,3-DIDESOXI-/3 -D-RIBOFU_
RANOSIL)-7-DEAZAPURINA (32).

Adicionou-se anidrido acético (2,0 mmole) a
uma solucdo de &lcool 31a (284 mg) em piridina seca (10 ml).Depois
de se agitar a solucdo durante 1,25 horas a 25°C adicionou-se meta-
nol (10 ml). Depois de se agitar durante mais 30 minutos evaporou-se
a mistura reaccional até & secagem. Dissolveu-se o residuo em diclo-
rometano e lavou-se esta solucdo com &cido cloridrico 1N (2X) e com
uma solucdo salina (1X). secou-se a camada orgdnica sobre sulfato de
s6dio e evaporou-se até & secagem para se obter 295 mg (89%) de ace-
tato bruto 32 sob a forma de um s6lido vidrado incolor.

1 3): 2,07 (s, 3H, acetilo), 2,20, 2,45, e 2,55 (m,
AH, H2' e H3' ), 4,25 e 4,35 (m, 2H,H5'), 4,40 (m, 1H, H4'), 6,55
(dd, 1H,H1') 6,65 (d, 1H,H7), 7,50 (d, 1H,H8), e 8,60 (s, 1H,H2).

H-RMN (CDC1

G. PREPARAGAO DE 6-CLOR0O-7-10D0-9-(5-0-ACETIL-2,3-DIDESOXI-/ -
-D-RIBOFURANOSIL)-7-DEAZAPURINA (33)

Adicionou-se uma solucdo de monocloreto de

iodo (340 mg) em diclorometano (cerca de 1 ml) a uma solugdo de ace-
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tato 32 (200 mg) em diclorometano seco (20 ml). Depois de se agitar
a 25°C durante 3 horas repartiu-se a mistura reaccional entre diclo
rometano e hidrossulfitorde s6dio aquoso. Lavou-se a camada orgdnica
com bicarbonato de sédio aquoso e com uma solucdo salina, secou-se
sobre sulfato de s6dio e evaporou-se até 3@ secagem. triturou-se o re
s{duo no seio de diclorometano/éter para se obter 135 mg (47%) de

cristais incolores (pf 132;50-1340C).

1H-RMN (CDC13): 2,10, 2,40 e 2,55 (m, 4H, H2* e H3'),2,17 (s,

3H,COCH3), 4,27 e 4,37 (m, 2H, H5'), 4,40 (m, 1H,H4"),6,55 (dd, 1H,
H1'), 7,72 (s,1H,H8), e 8,60 (s, 1H,H2).

H. PREPARAGAQ DE 7-10D0-2',3'-DIDESOXI-7-DEAZA-ADENOSINA (21).
Adicionou-se aménia (4 g) a uma solugdo de

125 mg de cloreto 33 em metanol (20 ml) numa bomba revestida com
vidro. Aqueceu-se a bomba numa autoclave a 100°C durante 3 horas.De-
pois de arrefecer evaporou-se & mistura reaccional até & secagem.
Dissolveu-se o residuo em acetato de etilo quente e filtrou-se a so-
lucdo quente através de um filtro. Depois de se evaporar o filtrado
até 3 secagem triturou-se o residuo no seio de &ter, para se obter
85 mg de produto 21 ligeiramente impuro, sob a forma de cristais in-
colores.A purificacdo posterior deste material por CCF preliminar,
em gel de sflica com 5% de metanol em diclorometano, originou
67 mg (63%) de iodeto 21 sob a forma de um s6lido incolor. Este ma-

terial era idéntico ao quese preparou no exemplo 4D.



EXEMPLO 7
PREPARAGAO DE 7-10D0-2',3'-DIDESOXI-7-DEAZAINOSINA (53)

(0 composto 53 & um exemplo da estrutura 4 em que Het represen

ta 7-deaza-hipoxantina (1) ).

Adicionou-se &gua (18 ml),gota a gota a uma
suspensdo de deaza-adenosina 21 (720,3 mg; 2,00 mmole) em &cido acé
tico glacial (2,0 ml) numa atmosfera de drgon para se obter uma so
lucdo lfmpida. Adicionou-se nitrito de sddio sélido (1,38 g; 20,0
mmole; 10 eq.)através de uma corrente de adrgon, em pequenas quanti-
dades, durante 10 minutos. Agitou-se mecanicamente a mistura reac-
cional turva resultante, numa atmosfera de &rgon e formou-se gradual
mente um precipitado gomoso. decorridas 18 horas, filtrou-se a mis-
tura e lavou-se o precipitado cuidadosamente com acetato de etilo
(100 ml) e com &gua (cerca de 10 ml). Os filtrados combinados repar-
tiram-se e extrafu-se a camada aquosa com acetato de etilo (2X50 ml).
As camadas orgdnicas combinadas secaram-se sobre sulfato de magnésio
e evaporou;se até a secagem. De acordo com a CCF, tanto o precipita-
do como os extractos de acetato de etilo eram constituidos pelo pro-
duto 53 e estavam contaminados com menos do que 5% de produto 21 que
nio reagiu.Dissolveram-se ambas as porgdes de produto em metanol/di-
clorometano 1:1, combinou-se e evaporou-se sobre gel & sflica (7 g).
Fez-se a evaporacdo conjunta do gel de silica com clorofdrmio (50 ml)

e colocou-se numa coluna de gel sflica (50 g). A eluicdo com 8% de
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metanol em diclorometano originou 558,3 mg (78%) de deazainosina 53
sob a forma de um sélido amarelo claro. Obtiveram-se duas colheitas
de agulhas brancas por recristalizacdo deste material no seio de
isopropanol em ebuligdo. Estas agulhas apresentaram um ponto de fu-
sdo com decomposicdo varidvel entre 200°¢ e 210%C. Verificou-se que
os'produtos cromatografados e recristalizados eram homogéneos por
CCF e por RMN com a excepgdo da presenca de isopropanol (5% molar).

1H-RMN (DMSO-dG): 12,04 (s largo, 1H, H1), 7,93 (s, 1H, H2),
7,56 (s, 1H,H8), 6,29 (dd, J= 4,0 e 6,8,1H, H1'), 4,94 (t, J=5,0,
1H, 5'0H), 4,04 ( hept aparente, J = 3,5, 1H, H4'), 2,36, 2,18 e
1,99 (m, 4H, H2' e H3' ).

EXEMPLO 8

PREPARAGAO DE 5'-TRIFOSFATO DE 5-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2'-
-DESOXICITIDINA (54).

(0 composto 54 & um exemplo de um nucleotido de alcinilamino
(I) em que R1 representa um grupo -CHZ-, Het representa citosina (i),
R2’ R3,R7 e R8 representam dtomos de hidrogénio, R6 representa um gru

po OH, e R. representa o grupo P309H3').

5

A. PREPARAGAO DE 5-10D0-2'-DESOXICITIDINA (55).

Durante 14,5 horas fez-se o refluxo de uma

solucdo de mono-hidrato de 2'-desoxicitidina (1,226 g; 5,00 mmole,
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Aldrich) e acetato mercdrico (1,753 g; 5,5 mmole; 1,1 eq., Fischer)
em metanol (20 ml). A suspensdo branca resultante diluiu-se com me-
tanol (30 ml) e depois adicionou-se diclorometano (50 ml) e iodo
(1,522 g; 6,00 mmole; 1,2 eq.). Depois de se agitar durante 60 mi-
nutos a solucdo ptrpura resultante tinha perdido a cdr e o mercirio
que n3o reagiu ainda era visivel sob a forma de uma suspensdo bran-
ca. Decorridos 100 minutos e decorridos 240 minutos adicionou-se
mais iodo (0, 381 g; 1,5 mmole; 0,3 eq e 0,122 g; 0,50 mmole; 0,1 eq.
respectivamente). Decorridos um tempo total de 5 horas a mistura rec
cional era pdrpura e lfmpida. Adicionou-se resina AG3 X4A sob a for-
ma de base livre (5,17 g; 2,9 meq./g 3 eq., Bio-rad) e depois fez-se
borbulhar &cido sulfidrico na mistura reaccional durante 5 minutos.
A precipitacdo completa do mercirio (I1) verificou-se por CCF. Fil-
trou-se a mistura reaccional com um filtro e lavou-se este com meta
nol/diclorometano 1:1. Adicionou-se gel de sflica (5 g) aos filtra-
dos combinados e evaporou-se a mistura reaccional até 3§ secagem.Fez-
-se a evaporacdo conjunta do gel de sflica com cloroférmio (50 ml) e
colocou-se numa coluna de gel silica (50 g). A eluicdo com 15%,20% e 30% de metanol
em diclorometano originou 1,378 g (78%)de iodocitidina 55 sob a for
ma de um pé branco. A recristalizacdo no seio de metanol em ebulicdo
(35 ml) originou apdés secagem no vacuo durante a noite, 0,953 g de
agulhas brancas ( pf 1790-18000). A concentracdo dos licores-mde pa
ra 10 ml originou uma segunda colheita de 0,140 g de agulhas amare-
lo claro (pf 172°- 174°C). Com excepcdo de uns tragos de metanol,am-

bas as colheitas (rendimento total de 62%) apresentaram-se homogéng

-as, de acordo com CCF e com RMN.
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1H--RMN (DMSO-d 8,28 (s, 1H, H6), 7,8 e 6,6 (s largo,2H NH2),

6
6,08 (t,J=6,3, 1H, H1 ),5,20 (d, J=4,1H, 3'0H), 4,90 (t,Jd= 5, 1H,
5'0H), 4,20 (m, 1H, H4'), 3,77 (q distorcido, 1H,H3'), 3,60 e 3,54

(m, 1H, H5'), 2,12 e 1,98 (m, 1H, H2').

CCF (diclorometano/metanol/hidr6xido de aménia concentrado 75:20:5;
UV): material de partida Rf= 0,15; produto 55, 0,33; merctrio (II),
0,54.

B. PREPARAGAO DE 5-(3-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PROPINIL)-2'-DESOXL
CITIDINA (56).

Durante 4 horas fez-se o acoplamento de iode
to 55 (353,1 mg; 1,00 mmole) com N-propargil-trifluoroacetamida,se-
guindo o procedimento geral apresentado no exemplo 1C. A cromatogra
fia do produto bruto com um gradiente de 0-20% de metanol em dicloro
metano originou 3,84 g (10,2%) d ep6é branco apds secagem no vacuo du
rante a noite.Verificou-se por CCF que este material era homogéneo,
mas reteve o dissolvente persistentemente. A recristalizagdo deste
pé no seio do isopropanol em ebulicdo (10 ml) e o arrefecimento até
-20°C originou 299,6 mg (74%) de nucleosido de alcinilamino 56 sob
a forma de agulhas brancas (pf 1680-17000). 0 espectro RMN mostrou
que o produto recristalizado era homogéneo e que os cristais conti-

nham 0,5 moléculas de isopropanol por molécula de produto 56.

TH-RMN (DMSO-dg} 9,96 (s largo, f1H, NHTFA), 8,15 (s, 1H,H6),
7,83 e 6,86 (s largo, 2H,NH.) 6,10 (t, J = 6,5, 1H,H1'), 5,21 (d, J=
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= 4,5, 1H, 3'0H), 5,06 (t, J = 5, 1H, 5'0H), 4,35 (d, J = 4, 0,5H,
isopropanol OH), 4,28 (s largo, 2H, -CHZN—), 4,20 (hex aparente J =
3,5,1H, H4'), 3,79 (m, 1,5H,H3' e isopropanol CH), 3,56 (m, 2H, H5'),
2,13 e 1,97 (m, 1H, H2'), e 1,04 (d, J = 6, 3H, isopropanol CHB)'

CCF (diclorometano/metanol/hidr6xido de ambénia concentrado 85:13:2;

duas eluig8es; UV); iodeto de partida 55, Rf= 0,31; produto 56, 0,27,

C. PREPARAGAO DE 5'-~TRIFOSFATO DE 5-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2'-
DESOXICITIDINA (54).

Converteu-se 0 nucleosido de alcinilamino
56 (0,275 mmole) no correspondente 5'-trifosfato e eliminou-se o seu
grupo trifluoroacetilo seguindo ¢ procedimento geral apresentado no
exemplo 1E. Apbés a adicdo da segunda aliquota de oxicloreto de fos
foro, deixou-se a fosforilacdo evoluir durante 3,5 horas. Admitindo
para o produto um coeficiente de absorcdo igual ao do material de
partida ( 8 780), o rendimento de trifosfato 54, baseado na sua ab-

sorcdo de UV a 293 nm foi de 17%.

EXEMPLO 9

PREPARAGAO DE 5-(3-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PROPINIL)-2'-DESOXIURIDINA
(57)

(o composto 57 & um exemplo de um nucleotido de alcinilamino (I)

em que R, representa um grupo -CHZ-, R2 representa um grupo COCFB,

1
Het representa um uracilo (h), R3,R5, R7 e szepresentam dtomos de

hidrogénio e R6 representa um grupo OH).
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Durante 4 horas fez-se o acoplamento de 5-iodo-2 -
~desoxiuridina (7,08 g; 20,0 mmole, Aldrich) com N-trifluoroacetilpro
pargilamina, seguindo o procedimento geral apresentado no exemplo 1C,
com a excepcdo de se ter efectuado a reaccdo comuma concentragdo 2,5
vezes superior ao usual. A cromatografia do produto bruto em gelde si-
lica (500 g) com 10-20% de metanol em diclorometano originou 3,50 g
(46%) de nuclebsido de alcinilamino 57 sob a forma de um sbélido acas
tanhado. De acordo com RMN e com CCF este material apresentou uma pu-
reza superior a 95%, com a excep¢do da presenga de metanol (cerca de

50% molar) que ndo se eliminou por secagemno vacuo.

TH-RMN (DMSO—d6): 11,63 (s, 1H, H3), 10,06 (t distorcido-,1H,

NHTFA), 8,19 (s, 1H, H6), 6,10 (t aparente, 1H,H1'), 5,23 (d, J=4,1H,
3'0H), 5,07 (t, J = 5, 1H, 5'0H), 4,23 (m, 3H, —CHZ— e H4'), 3,8 ( ¢
aparente, J = 4, 1H, H3'),3,58 (m, 2H, H5') e 2,12 (m,2H, H2T ).

EXEMPLO 10

PREPARAGAO DE 5-(5-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PENTINIL)-2',3" -
-DIDESOXIURIDINA (58)

( 0 composto 58 & um exemplo da estrutura 5 em que Het repre-

senta uracilo (h) e R1 representa um grupo -(CH2)3-).

A. PREPARAGCAO DE 5-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PENTINO (59).

Libertou-se hidreto de sédio (dispersdo a

60% em 6leo, Alfa) do 6leo lavando-o total, cuidadosa e rapidamente
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com petano e depois secando-o no vdcuo. Adicionaram-se aproximadamen
te 20 porcBes de hidreto de sbédio livre de 6leo (4,40 g; 0,110 mole,
1,1 eq.), durante 25 minutos, a uma solucdo de 5-cloropentino (10,6
ml; 0,100 mole; 1,0 eq.), trifluoroacetamida (14,13 g; 0,125 mole;
1,25 eq.) de iodeto de sédio (14,99 g; 0,100 mole; 1,0 eq.) em dime-
tilformamida seca (250 ml, Aldrich). Agitou-se a mistura reaccional

a 25°C durante 4,5 horas e a 60°C durante 21 horas. Depois de arrefe
cer adicionou-se a mistura reaccional a uma solucdo de di-hidrogeno-
-fosfato de potéssio (43,5 g; 0,250 mole; 2,0 eq.) em &gua (500 ml).
Extrafu-se esta solucdo com pentano (2 X 500 ml) e com éter (3 X 500
ml). As camadas orgdnicas combinadas lavaram-se com &gua (1 X 100 ml),
secaram-se sobre sulfato de magnésio e concentrou-se num evaporador
rotativo. A destilacdo fraccional dupla através de uma coluna de Vi-
greux de 20 cm proporcionou 8,09 g (45%) de 5-trifluoroacetamido-1-
-pentino (58) sob a forma de um lfiquido instdvel incolor (pe 68°-69°¢

a 13 torr (13X101325/760 Newton m™2).

TH-RMN (CDCl,): 6,77 (s largo, 1H, NHTFA), 3,53 (q, J = 6,7 e

3)'

NHTFA), 2,31 (td, Jd = 6,7 e 2,7 ,2H, HCCCH,-), 2,04 (t,

2,7, 2H, -CH »

-), e 1,83 (quinteto, J = 6,7, 2H, -CHyCH,Ck,-).

2

J = 2,7, 1H, ﬂCCCH2

B. PREPARAGAO DE 5-(5-TRIFLUOROACETAMIDO-1-PENTINIL)-2',3'-
-DIDESOXIURIDINA (58).

Durante 4 horas fez-se o acoplamento de 5-

-trifluoroacetamido-1-pentino (59) a 5-iodo-2',3'-didesoxiuridina (47,

preparada conforme descrito no exemplo 2A), de acordo com o procedi-
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mento geral descrito no exemplo 1C. A cromatografia em gel de silica
(100 g) com um gradiente de 0-5% de metanol em diclorometano originou
647,7 mg de nucleosido de alcinilamino 58 sob a forma de uma espuma
castanha clara. Verificou-se por CCF e por RMN que este material era
homogéneo com a excepcdo da presenca de, aproximadamente, 16% molar
de dimetilformamida. Fazendo a correccdo devida 3 presenca de dimetil

formamida, o rendimento do produto desejado foi de 80%.

"H-RMN (DMSO-dg): 11,52 (s, 1H, H3), 9,47 (t distorcido, 1H,
NHTFA),5,90 (q, 1H, H1'), 5,12 (t, 1H, 5'0H), 4,04 (m, 1H, H4'), 3,71
e 3,52 (m, 2H, 5'H), 3,30 (m, 2H, -CH,CH,CH,NHTFA), 2,40 (t, 2H,

—Cﬂz CHZCHZNHTFA), 2,23, 2,01 e 1,85 (m, 4H, H2' e H3'), e 1,73 (quin

teto, 2H, -CHZCEZCHZNHTFA).
EXEMPLO 11

PREPARAGAO DE 5-(12-TRIFLUOROACETAMIDO-1-DODECINIL)-2",3"-
-DIDESOXIURIDINA (60).

( 0 composto 60 & um exemplo da estrutura 5 em que Het repre-

senta um uracilo (h) e R1 representa um grupo-(CH2)1O-).
A. PREPARACAO DE 11-DODECIN-1-0L (61).

Durante 140 minutos adicionou-se, gota a

gota, 1-bromo-10-tetrahidropiranil-oxi-decano (64,26 g; 0,200 mole,
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Lancaster, "97+%") a uma suspensdo previamente arrefecida de complexo
de acetileto de litio e complexo de etilenodiamina (23,94 g; 0,260 mol;
1,3 eq., Aldrich, 90%) em dimetilsulféxido seco (100 ml) de modo a que
a temperatura interna permanecesse entre 5-10°¢. Depois de se ter com
pletado a adigdo removeu-se o banho de arrefecimento e agitou-se a mis
tura reaccional durante 4,5 horas. Adicionou-se 4dgua gota a gota (20
ml) & mistura reaccional. Depois de se agitar durante 10 minutos ver-
teu-se a mistura reaccional em dgua (300 ml). Extrafu-se esta solugdo
sequencialmente com penteno (2 X 300 ml) e com éter (2 X 300 ml). La-
vou-se cada camada orgdnica individualmente com &dgua (cerca de 20 ml)
e 0s produtos aquosos da lavagem combinaram-se com a camada aquosa
principal para nova extracc¢do. secaram-se as camadas orgdnicas combi-
nadas sobre sulfato de magnésio e evaporou-se até & secagem para se
obter 51,38 g (96%) de 12-(tetrahidropiraniloxi)-1-dodecina sob a for
ma de um 6leo. |

Adicionou-se uma resina de permuta de ides
fortemente &cida (AG-50W-X8, 50 g; 5,1 meq./g. Bio-Rad) a uma solugdo
do produto bruto anterior (49,96 g) numa mistura de cloroférmio (260
ml) e metanol (260 ml). Aqueceu-se a suspensdo ao refluxo durante 4,5
horas e depois arrefeceu-se. Filtrou-se a mistura reaccional e con-
centrou-se o filtrado. A cromatografia do residuo em gel de silica
(500 g) com 10%, 20% e 30% de acetato de etilo em hexanos para se ob-
ter 31 g de um 6leo de pureza superior a 95% para uma mancha obser-
vada por CCF com deteccdo pelo &cido fosfomolfbdico. A destilacdo des
te material através de uma coluna Vigreaux de 20 cm, originou, apés

uma producdo prévia de 0,78 g, 17,91 g de 11-dodecin-1-01 (61) sob
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a forma de um 6leo incolor espesso (p.e. 1040-1080C a 1,4 torr (1,4 X
X101325/760 Newton m_2))o qual solidificou em repouso para se obter

um sélido branco. Este material era 98% puro para um pico por CG.

1H—RMN (CDC13) de produto cromatografado antes da destilacgdo:
3,64 (t,2H, -CﬁZOH), 3,37 e 3,33 (m, 1H, ﬂCCCHZ-), e 1,2-1,6 (m, 17H,
(CH2)8 e OH). IV (pelicula fina ou fundido): 3392 (0-H), 3311, 2930 e
2854 (C-H), 2160 (acetileno), 1466, 1432, 1394, 1371, 1352, 1328,

1303, 1103 e 1001.

B. PREPARAGAO DE 12-10D0-1-DODECINA (62)

Adicionou-se iodo (43,16 g; 170 mmole; 2,0
eq.) a uma suspensdo de 4dlcool 61 destilado (15,50 g; 85 mmole),imi-
dazol (17,36 g; 255 mmole; 3,0 eqg.) e trifenilfosfina (66,90 g; 255
mmol; 3,0 eq.) em tolueno seco (425 ml, armazenado em peneiros mole-
culares). Aqueceu-se a mistura reaccional ao refluxo com agitacdo vi-
gorosa durante 25 minutos, tendo-se gerado uma éolugéo amarela com um
precipitado negro oleoso. Depois de arrefecer até 250C, adicionou-se
bicarbonato de sédio aquoso saturado (200 ml) e iodo (23,73 g; 93,5
mmole; 1,1 eq.) e agitou-se a mistura reaccional vigorosamente duran-
te 1 hora. Adicionou-se sulfito de sédio aquoso saturado ( 40 ml) pa-
ra extinguir a cor plrpura. Deixou-se que a mistura reaccional se
separasse em duas camadas e lavou-se a camada orgénica com uma solu-
¢cdo salina. Secou-se a camada orgdnica sobre sulfato de magnésio e

concentrou-se. Dissolveu-se o residuo em diclorometano (50 ml) e adi-
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cionou-se éter (200 ml). Depois de repousar durante 30 minutos,elimi
nou-se o precipitado resultante (6xido de trifenilfosfina) por fil-
tracdo e lavou-se com &ter (100 ml). Mantendo-se em repouso por mais
tempo, originou-se, a partir do licor-mde e do produto de lavagem com
&ter combinados, uma segunda colheita de cristais que se eliminaram
tal como anteriormente. Concentraram-se os licores-mde combinados e
os produtos de lavagem com éter e dissolveu-se em tolueno quente

(200 ml). Colocowse esta solugdo numa coluna de gel de sflica (500 g)
e eluiu-se com tolueno ( 3 litros ), para se obter 13,55 g (55%) de
iodeto 62 sob a forma de um liquido instavel amarelo claro. Este ma-

terial apresentou-se 96% puro num pico por CG.

TH-RMN (CDCL,): 3,20 (t, 2H, -CH,T), 2,17 (td, 2H, HCCCH ,),

2

1,94 (t, 1H, HCCCH,-), 1,82, 1,51 e 1,20-1,42 (m, 16H, (CH2)8).

2

C. PREPARAGAO DE 12-TRIFLUOROACETAMIDO-1-DODECINA (63).
Libertou-se hidreto de sédio (dispersdo a
60% em 6leo, Alfa) do 6leo lavando rdpida e cuidadosamente com penta
no e secando no vécuo. Adicionou-se cerca de 10 porc¢des de trifluoro
acetamida (22,61 g; 200 mmole; 5 eq.) durante 50 minutos, a uma sus-
pensdo de hidreto de sédio livre de dleo (3,84 g; 160 mmole; 4 eq.)
em dimetilformamida seca (90 ml, Aldrich). Quando, ao fazer-se esta
adicdo, se descobriu que a mistura reaccional estava a ficar quente,
adicionou-se um banho de gelo-&gua e efectuou-se o resto da adigdo a

uma temperatura interna aproximada de 1000. Removeu-se o banho de ge-
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lo-&dgua e agitou-se a mistura reaccional até que a libertagdo de hi-
drogénio cessou. Depois de se agitar durante mais de 15 minutos, adi
cionou-se gota a gota, d mistura reaccional, durante 10 minutos, uma
solucdo de iodeto 63 (11,69 g; 40,0 mmole) em dimetilformamida seca
(10 ml). Depois de se agitar durante 4 horas a 25°C verteu-se a mis-
tura reaccional rapidamente numa mistura agitada de cloreto de amb-
nia aquoso saturado (200 ml), &gua (200 ml) e pentano (200 ml). La-
vou-se o recipiente de reacgdo com uma mistura de 4dgua (50 ml),clore
to de ambénio aquoso saturado (50 ml} e com pentano (200 ml). Deixou-
-se que as solugBes combinadas se separassem em duas camadas e extra-
fu-se a camada aquosa com pentano ( 2 X 200 ml). Secaram-se as cama-
das orgadnicas combinadas sobre sulfato de magnésio e evaporou-se até
i secagem para se obter 10,42 g (94%) de trifluoroacetamida 63 sob a
forma de um6leo que solidificou em repouso originando um s6lido cero
so. A recristalizacdo deste material no seio de hexanos em ebulicado
(100 ml) com arrefecimento lento até menos 20°C, originou 8,145 g
(73%) de trifluoroacetamida 63 sob a forma de agulhas amarelo cloro

(p.f. 46°-47°¢).

Y H-RMN (CDCI3): 6,27 (s largo, 1H, NHTFA), 3,34 (q aparente,
2H, -CEZNHTFA), 2,18 (td, 2H, HCCCHZ-), 1,94 (t, 1H, ﬂCCCHz-),1,20-
1,65 (m, 16H, (CHZ) ). IV ( pelicula fina ou fundido): 3312, 3298,
2932 e 2857 (C-H e N-H), 2117  (acetileno), 1706 (C=0), 1675, 1563,

1460, 1448,1208, 1182, 1166, 722 e 634.



D. PREPARAGAO DE 5-(12-TRIFLUOROACETAMIDO-1-DODECINIL)-2",3"' -
DIDESOXIURIDINA (60).

Durante 24 horas fez-se o acoplamento de
alcinilamina 63 protegida com 5-iodo-2',3'-didesoxiuridina (47;676,2
mg; 2,00 mmole, preparado conforme .descrito no exemplo 2A) de acordo
com o procedimento geral descrito no exemplo 1C. A cromatografia em
gel de sflica (100 g) com eluigdo com um gradiente de 0-5% de metanol
em diclorometano, originou uma espuma vermelho escuro. Eliminou-se a
impureza vermelha por cromatografia numa coluna de fase inversa
(100 g, octa-decil-silano em gel de sflica de 40 micra, Baker) com
40% de &gua em metanol.Combinaram-se as frac¢Bes apropriadas, concen
trou-se, e fez-se a evaporacdo conjunta duas vezes com etanol absolu-
to para se obter 731 mg de nucleosido de alcinilamino 60 sob a forma
de um 6leo limpido. Este material apresentou-se homogéneo por CCF e
por RMN, com excepcdo da presenca de etanol residual (25% molar,ren-

dimento corrigido de 73%).

"H-RMN (DMSO-d¢): 11,49 (s largo, 1H, H3), 9,38 (t distorcido,
1H, NHTFA), 8,15 (s,1H,H6), 5,90 (dd, TH,H1'), 5,12 (t distorcido,
1H, 5'OH), 4,35 (t, 0,25H, CH,CH,0H), 4,03 (m, 1H,HA'), 3,72 e 3,52
(m,2H,H5' ), 3,43 (m, 0,5H, CHyCH,OH), 3,16 (quinteto, 2H,-CH,NHTFA),
2,34 (t, 2H, propargflico H), 2,16, 2,01 e 1,86 (m, 4H, H2'e H3'),
1,65-1,15 (m, 16H, (CH,)g),e 1,06 (t,0,75H, CHyCH,OH).
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EXEMPLO 12
PREPARACAO DE 5-(5-AMINO-1-PENTINIL)-2',3'-DIDESOXIURIDINA (64).

(0 composto 64 & um exemplo de um nucleotido de alcinilamino
(1) em que Het representa um uracilo (h), R1 representa um grupo

)

(CH e R,, Rys R R, e R , representam &tomos de hidrogénio).

2!3 2> Rgs Rps Rgs Ry 8

A. PREPARAGAO DE 5-AMINO-1-PENTINA (65).

Distilou-se aménia (340 g; 20 mmole) para
uma bomba que continha 5-cloropentina (20,51 g; 0,200 mole) e iodeto
de sédio (7,49 g; 0,050 mole; 0,25 eq.). vedou-se a bomba e aqueceu-
-se numa autoclave a 100 °C durante 12 horas. Deixou-se a aménia eva
porar e agitou-se o resfduo com uma mistura de duas fases constitul-
da por hidréxido de sédio (40 g; 1,0 mole; 5 eq.), &gua (100 ml) e
gter (100 ml). Filtrou-se a mistura resultante e deixou-se separar
em duas camadas. Secou-se a camada orgadnica sobre sulfato de magné-
sio e destilou-se através de uma coluna de Vigreux de 20 cm. desco-
briu-se por CG que quatro fracc¢des (12,46 g, p.e. 950-1270C, pressdo
atmosférica) continha quantidades significativas de produto. Combina
ram-se estas fraccBes e destilou-se cuidadosamente através de:zuma co
luna de banda em espiral para se obter 6,55 g (39%) de 5-amino-1-pen
tina (65) sob a forma de um liquido instével incolor (p.e. 125,5°-
-126°C). verificou-se que este material era de pureza superior a 99%

para um pico por CG.



-103;

T H-RMN (CDCI3) : 2,81 (t, d = 7,5, 2H, —CEZNHZ),2,27 (td, J =
=7,5e 2,5, 2H, HCCCﬂZ-), 1,96 (t, J = 2,5, 1H, ﬂCCCHZ-), 1,66(quin

teto, J = 7,5, 2H, -CHZCﬂzCH?-), e 1,07 (s largo, 2H, NHZ)'

B. PROCEDIMENTO GERAL PARA ACOPLAR ALCINILAMINAS DESPROTEGI-
DAS A IODONUCLEGSIDOS. PREPARACAO DE 5-(5-AMINO-1-PENTINO)-
-2',3"-DIDESOXIURIDINA (64).

Carregou-se um baldo seco de fundo redon-
do de 35 ml, com 5-iodo-2',3'-didesoxiuridina (47 ; 676, 2 mg;2,00
mmole, preparada conforme descrito no exemplo 2A) e depois limpou-se
com drgon. Adicionou-se dimetilformamida seca (10 ml, Aldrich), tri-
etilamina seca (0,56 ml; 4,0 mmole; 2,0 eq., armazenada em peneiros
moleculares), 5-amino-1-pentino (0,59 ml; 6,03 mmole; 3,0 eq.) e te-
traquis-(trifenilfosfina)-palé&dio (0) ( 231 mg; 0,200 mmole; 0,1 eq.,
pesada para dentro de um frasco numa caixa seca). Agitou-se a suspen
sdo resultante durante 45 minutos mas o catalisador de palddio perma
neceu parcialmente insoldvel. Adicionou-se iodeto cuproso (190,4 mg;
1,00 mmole; 0,5 eq., Aldrich Gold Label). Depois de se agitar duran-
te 15 minutos, tinha-se formado uma solucdo azul homogénea e, decor-
ridos cerca de 150 minutos, a solugdo tornou-se turva. Passados 200
minutos verificou-se por CCF que todo o iodeto 47 de partida tinha
sido consumido. decorridas 4 horas, concentrou-se a mistura reaccio-
nal num evaporador rotativo durante 10 minutos a 45°C e a 2 torr
(2 X101325/760 Newton Xm—z). 0 residuo foi imediatamente absorvido
numa coluna de gel de sflica (100 g) e eluiu-se com uma mistura de

diclorometano, metanol e de hidr6xido de aménia concentrado (400 ml



de cada uma das porgdes 90:9:1, 85:13:2, 75:20:5, 65:30:5 e 50:45:5).
Combinaram-se as fraccSes que de acordo com a CCF continham o produ-
to polar principai. Evaporou-se duas vezes, em conjunto com etanol

e secou-se no vacuo durante a noite para se obter 395,9 g (67%) de
nuclebsido de alcinilamino 64 sob a forma de um s6lido amarelo.Este
material apresentou-se homogéneo por CCF e por RMN, com a excepgdo
da presenca de etanol (33 % molar) que ndo foi eliminado por secagem
no vécuo. 0 rendimento de 64, corrigido para a presenca de etanol,

foi de 64%.

"-RMN (DMSO-d): 8,33 (s, 1H, H6), 5,90 (dd, J = 6,6 e 3,0,
H, H1'), 4,05 (m, 1H, H&'), 3,73 (dd, J = 12,1 e 2,8, 1H,H5'a),3,53
(dd, 0 = 12,1 e 3,1,1H, H5'b), 2,80 (s largo, 2H,-CH,H,), 2,45 (t, J=
= 7,0, 2H, propargflico H), 2,28, 2,02 e 1,86 (m, 4H, H2'e H3'), e
1,70 (quinteto, J = 7,0 Hz, 2H, -CH,CH,CH,-)

Estes dados do espectro RMN obtiveram-se a partir de uma porcdo dife-
rente de 64 preparado de modo semelhante ao anteriormente descrito.
0s sinais para os 4dtomos de hidrogénio permutéveis (H3, 5'0H, e "NHZ)
nas amostras de RMN de ambos os materiais, combinaram-se num Gnico
sinal largo (largura > 2 ppm) que se resolveu abertamente a partir

da linha que serve de base.
EXEMPLO 13

PREPARACKO DE 5-(3-AMINO-1-PROPINIL)-2',3'-DIDESOXIURIDINA (66).

(0 composto 66 & um exemplo de um nucledtido de alcinilamino
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(I) em que Het representa um uracilo (h), R1 representa um grupo CHZ’

e R2,R3, R5,R6, R7 e R8 representam dtomos de hidrogénio).

purante 3 horas fez-se o acoplamento de
5-iodo-2',3'-didesoxiuridina (47, 2,00 mmole) com propargilamina (6,00
mmole, Aldrich), de acordo com o procedimento descrito no exemplo 12 B,
com a excepcdo de se utilizar propargilamina em vez de 5-amino-1-pen-
tino. A cromatografia; conforme anteriormente descrito, originou
794,5 mg de nucledsido de alcinilamino 66 impuro sob a forma de um s
lido amarelo o qual originou uma mancha Gnica quando analisado por
CCF. 0 espectro RMN e o0 equilfibrio de massa da reacc¢do indicaram que
este material estava contaminado por etanol e possivelmente por im-
purezas inorgdnicas.

1

H-RMN (DMSO-d 11,70 (s largo, 1H, H3), 8,40 (s, 1H,H6),

6
8,25 (s largo, 2H, NHZ)’ 5,89 (dd, J = 6,6 e 3,0, 1H, H1'"),5,13 (t,
J =5,0, 1H, 5'0H), 4,07 (m, 1H,H4"), 3,96 (s, 2H, -CﬂZNHZ), 3,71 e
3,56 (m, 2H, H5'), 2,30, 2,04 e 1,85 (m, 4H, H2' e H3') e sinais para

o etanol e para uma impureza desconhecida.

Os dados do espectro RMN anterior obtiveram-se a partir de uma prepa-
racdo diferente de 66, de modo idéntico ao anterior, com a excep¢do
de se terem utilizado 0,2 eq. de iodeto -cuproso e de a reacgdo ndo

se ter completado.
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EXEMPLO 14

PREPARACAO DE TRIFOSFATO DE 1-(2-HIDROXIETOXIMETIL)-5-(3-AMINO-1-
-PROPINIL)-CITOSINA (67).

( 0 composto 67 & um exemplo de um nucleotido de alcinilamino

(I) em que R, representa um grupo 'CHZ" R2 e Ry representam &tomos

1
de hidrogénio, Het representa citosina (i) R4, representa (g), e R5

representa o grupo P309H3-).

A. PREPARACKO DE 1-(2-HIDROXIETOXIMETIL)-5-I0DOCITOSINA (68).

Fez-se o refluxo de uma mistura de 1-(2-
-hidroxietoximetil)-citosina (1,85 g; 100 mmole) e acetato mercdrico
(3,35 g; 10,5 mmole) em metanol (50 ml) e diclorometano (100 ml).Adi
cionou-se iodo (3,05 g; 12,0 mmole) e agitou-se a mistura reaccional
durante 1 hora. Adicionou-se a forma de base livre da resina AG3-X4
(38 meq.) e fez-se borbulhar dcido sulfidrico na solucdo durante 15
minutos. Eliminaram-se os s6lidos por filtracdo e verteu-se o filtra
do sobre gel de sflica (10 g). Com esta sflica carregou-se uma colu-
na de gel sflica ( 4 X 25 cm) e eluiu-se com 5%, 10% e 20% de meta -
nol em diclorometano. A evaporacdo seguida de secagem no vacuo origi

naram um s6lido incolor (1,73 g; 56%).

A recristalizacdo no seio de etanol a 95%

originou material analiticamente puro (p.f. 172°¢). calculado para



C7H , NO I: C 27,03%, H 3,24%, N 13,51%. Encontrado C 27,08%.H3,41%
N13,51%. UV (metanol): méximo a 292,5 (5,300). 1H—RMN (DMSO-d6):
3,481 (m, 4H), 4,659, (t, J = 5,1H), 5,070 (s, 2H), 6,665 (s largo,

1H), 7,869 (s largo, 1H), e 8,107 (s,1H).

B. PREPARAGAO DE 1-(2-HIDROXIETOXIMETIL)-5-(3-TRIFLUOROACETA-
MIDO-1-PROPINIL)-CITOSINA (69).

Fez-se o acoplamento do iodeto 68 (311 m;
1,00 mmole) a N-propargiltrifluoroacetamida (43), de acordo com o
procedimento geral descrito no exemplo 1C. A cromatografja intermi-
tente em gel de sflica (3 X 20 cm) com 5%, 10% e 20% de netanol em
diclorometano originou o nucledtido de alcinilamino 69 soba forma de

uma espuma amarelo claro (77,4; 23%).

1H-RMN(DMSO-dG: 3,472 (s largo), 4,276 (d, J = 5,0, 2H),4,653
(t largo, J = 4,5, 1H), 5,091 (s, 2H), 6,925 (s largo, 1H),8,037
(s, 1H) e 9,964 (s largo, 1H).

C. PREPARACAO DE 1-(2-HIDROXIETOXIMETIL)-5-(3-AMINO-1-PROPI-
NIL)-CITOSINA (67).

Converteu-se o grupo hidroxilo da parte
actcar do nucledsido de alcinilamino 69 (0,167 mmole) num trifosfato
e eliminou-se o grupo trifluoroacetilo seguindo o procedimento geral
apresentado no exemplo 1E. Apés a adicdo da segunda aliquota de oxi-

cloreto de fésforo, permitiu-se que a fosforilacdo prosseguisse du-
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rante 75 minutos. Admitindo para o produto um coeficiente de absorc¢do
igual ao do material de partida (7 790), o rendimento de trifosfato

67, baseado na sua absorgdo de UV a 291 nm, foi de 21%.
EXEMPLO 15

Preparacdo de éster de N-hidroxisuccinimida 2a

(Um reagente preferencial para ligar um corante fluores-

cente a 505 nm a um nucleotido de alcinilamino em
RgeRK)representam dtomos de hidrogénio)

A. Preparacdo de 9-(carboxietilideno)-3,6-di-hidroxi-9H-xan-
teno (SF-505).

Colocou-se resorcinol (33,0 g; 0,300 . mo-
le) e anidrido succinico (30,0 g; 0,300 mole) num baldo de fundo re
dondo e purificou-se com azoto. Adicionou-se dcido metanossulfénico
(150 ml) e agitou-se a solucdo a 65°C durante 2.horas numa atmosfera
de azoto. Adicionou-se a mistura reaccional, gota a gota a dgua ge-
lada (1 litro) vigorosamente agitada com adicdo simultdnea de hidré-
xido de s6dio para manter o pH num valor de 2,5 + 0,5. 0 produto que
surgiu como precipitado granular recolheu-se por filtracdoe lavou-
-se com dgua ( 3 X 100 ml) e depois com acetona (3 X 100 ml). Secou-
-se 0 produto ao ar e depois secou-se no vécuo ( em estufa de vécuo)
a 110°¢ durante 18 horas para proporcionar um pd vermelho escuro

(37,7 g; 88%).
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Preparaou-se uma mostra analitica dissol-
vendo 1,0 g de produto em 25 ml de HCl 0,3 N quente. O precipitado
que se formou ao arrefecer eliminou-se por filtracdo. Adicionou-se
hidr6xido de s6dio aquoso diluido para aumentar o pH para 1,25. reco-
lheu-se o precipitado resultante por filtracdo, lavou-se com dgua,se-
cou-se ao ar e depois secou-se no vécuo sobre P205 a 140°C durante

36 horas.

Anal: Cal. C(16)H(12)0(5) C 67,60, H 4,26.
Encontrado: C 67,37, H 4,34, 0,52% de &gua (K.F.). RMN

(DMSO-dG): (principalmente na forma de espirolactona)§ 2,690 (t,
J = 8,6 Hz, 2H) ; 3,070 ( t, J = 8,6 Hz, 2H), 6,530 ( d, J = 1,8 hz,
2H): 6,676 (dd, 8,7, 1,8 Hz, 2H), 7,432 (d, J = 8,7, 1,8 Hz, 2H ),
. 432 (d, J = 8,7 Hz, 2H), e 9,964 (s, 2H). Vis. abs. (pH 8,2 :
50 mM aq
Tris/HC1): max 486 nm (72 600).

B. Preparacdo de 9-(2-carboxietil)-3,6-diacetoxi-9-etoxi-9H-
-xanteno (Ac2EtSF-505).

Adicionou-se SF-505 (29,3 g; 103 mmole) a
anidrido acético arrefecido com gelo (500 ml) seguindo-se a adicdo
de piridina (100 ml). Agitou-se a mistura em gelo durante 20 minutos
e depois adicionou-se a &gua arrefecida com gelo ( 7 litros), agita-
da rapidamente durante 20 minutos. Depois de se agitar durante mais
30 minutos filtrou-se o produto intermediério e fez-se nova suspensdo

em-4gua( 4 litros) e agitou-se durante mais 30 minutos. Recolheu-se



o s6lido por filtracdo, dissolveu-se em etanol absoluto ( 1 litro) e
fez-se o refluxo durante 45 minutos. Concentrou-se a solucdo num eva
porador rotativo para proporcionar 200 ml tendo-se observado a cris-
talizacdo. Recolheu-se o produto por filtracdo, secou-se ao ar e de-
pois secou-se no vacuo para se obter micro-cristais cor de laranja

claros ( 21,9 g ; 51%).

A recristalizacdono seio de cloreto de me
tileno/ciclo-hexano proporcionou micro-cristais incolores. p.f. 142°-
-143°C. Anal: Cal. [C(22)H(22)0(8)] ¢ 63,76, H 5,35. Encontrado:

C 63,58, H 5,39. RMN (DMSO-dG): S 1,035 (t, J = 6,9 Hz, 3H), 1,667
(m, 2H), 2,232 (m, 2H), 2,294 (s, 6H), 2,888 (q, J = 6,9 Hz, 2H),7,0-
-7,1 ( m, 4H), e 7,575 (d, J=9,1 4z, 2H).

C. Preparacio de 9—— [2-(N=succinimjdiloxicarbonil)]-etil)-
-3,6-diacetoxi-9-etoxi-9H-xanteno
(AC2EtSF-505-NHS)

Misturou-se Ac2EtSF-505 (10,4 g; 25,1 mmo-
le) com cloreto de metileno (300 ml) e adicionou-se cloridrato de 1-
-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbo-di-imida £9,70 g; 50,6 mmole) e
N-hidroxisuccinimida ( 4,32 g; 37,5 mmole). Agitou-se a mistura duran
te 1 hora e depois lavou-se com dgua ( 5 X 50ml). As camadas aquosas
combinadas extrairam-se com cloreto de metileno ( 50 ml), secaram-se
sobre sulfato de sédio e eliminaram-se. A trituracdo no seio de eta-
nol (75 ml) seguida de filtracdo e secagem ao ar originou o produto

bruto sob a forma de um sélido amarelo claro (cerca de 10 g). Dissol-
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veu-se este material em cloreto de metileno (50 ml) e adicionou-se
ciclo-hexano ( 50 ml). Adicionou-se uma colher de ché& de carvdo vege
tal, filtrou-se a mistura e adicionou-se ao produto mais uma porc¢do
de ciclo-hexano ( 100 ml). Recolheu-se por filtrag¢do, secou-se ao ar
e depois no vécuo originando cristais incolores ( 6,94 g; 54%).
Uma segunda cristalizacdo no seio de eta-

nol originou uma atmosfera analitica. p.f. 162°-163°C. Anal:[lalc.
C(26)H(25)N(1)0(10)] C 61,05, H. 4,93, N 2,74. Encontrado: C 60,78,
H5,01, N 2,65. RMN (DMSO-d6):5 1,056 (t, J = 7,0 uz, 3H), 2,4-2,1
(m, 4H), 2,293 (s, 6H), 2,757 (s,4H), 2,922 (q, J=7,0 Hz, 2H),7,069

(m, 4H), e 7,617 (p d, J=9,1 Hz, 2H).

D. Preparacdo de 9-[2-(N-metil-N-(benziloxicarbonilmetil)carbo-
xamido)etil ]-3,6-diacetoxi-9-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-505-
-Sar-0Bn).

A uma solucdo de &ster®benzilico de sarco-
sina (1,13 g; 6,31 mmole) em cloreto de metileno ( 50 ml) adicionou-
-se AC2EtSF-505-NHS (2,58 g; 5,05 mmole) e uma solucdo de bicarbona-
to de sbdio aquoso a 5% ( 30 ml). Agitou-se rapidaemnte a mistura de
duas fases, durante 20 horas. Separarah-se as camadas e lavou-se a
camada orgdnica com 3 X 15 ml de &gua, secou-se sobre sulfato de sidio-e
concentrou-se até 25 ml. Diluiu-se a solucdo para 150 ml com ciclo-hexa
no, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se para 75 ml numa corren
te de azoto resultando a precipitacdao do produto. Dzacantou-se a parte
sobrenadante e fez-se a evaporacdo do residuo em conjunto com cloreto

de metileno, para se obter uma espuma incolor ( 1,70 g; 58%).



A secagem intensa no vacuo proporcionou
uma amostra analftica. Anal: Calc. [C(32)H(33)N(1)0(9)] C 66,77,
H 5,78, N 2,43. Encontrado: C 66,66, H 5,89 N 2,25. RMN (DMSO-dG):
(Exibe uma mistura 5:2 de rotameros de ligacdo amida) § (principal
e secundério) 1,040 e 1,018 (t, J=6,7 Hz, 3H), 1,789 e 1,670 (m,2H),
2,211 (m, 2H), 2,290 e 2,276 (s, 6H), 2,713 e 2,695 (s, 3H), 2,893
(q, J=6, 7 Hz, 2H), 3,963 (s,2H), 5,075 e 5,039 (s,2H), 7,044 (m,4H),
7,324 (m,5H). e 7,573 e 7,516 (p.d. J=9,2 Hz, 2H).

*0 sal p-tosilato do éster benzflico de sar-

cosina (Adams Chemical Co. ) foi extrafdo
com cloreto de metileno e lavou-se repetida
mente com bicarbonato de sédio aquoso a 5%,
depois lavou-se com dgua, secou-se sobre

sulfato de sbédio e eliminou-se.

E. Preparacdo de 9- [2-(N-metil-N-(N'-succinimidiloxicarbonil-
metil)carboxamido)etil ]-3,6-diacetoxi-9-etoxi-9H-xanteno
(Ac2EtSF-505-sar-NHS,Estrutura 2a).

A uma solucdo de Ac2EtSF-505-Sar-0Bn (1,55
: 2,69 mmole) em etanol absoluto (60 ml) adicionou-se palddio em car-
vio a 10% (0,15 g). Agitou-se a mistura numa atmosfera pressurizada
de hidrogénio durante 30 minutos. Eliminou-se o catalisador por fil-
tracdo e eliminou-se o etanol para se obter um residuo xaroposo.

Dissolveu-se o resfiduo em cloreto de meti-

leno (85 ml) e adicionou-se N-hidroxisuccinimida (0,495 g; 4,300 mmo-
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le) e cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbo—di-imida
(1,12 g; 5,84 mmole) (4 X 25 ml). Concentrou-se a solugdo até 25 ml,
diluiu-se para 175 ml com ciclo-hexano, tratou-se com carvdo vegetal
e reduziu-se o volume para 75 ml sob uma corrente de azoto. Recolheu-
-se o produto sélido por filtracdo, secou-se ao ar no vcuo para se
obter um p6 incolor ( 0,97 g; 62%).

A evaporacdo conjunta com cloreto de meti-
leno seguida por secagem intensa no vicuo a 40°C eliminou os vesti-
gios de ciclo-hexano e originou uma amostra analftica de um sélido
amorfo. Anal: Calc. [C(29)H(30)N(2)0(11)]C 59,79, H 5,19, N 4,81.
Encontrado: C 59,37, H 4,62, N 4,62, 0,93% de &gua (K-F).RMN (DMSO-ds):
(Exibe uma mistura 4:1 de rotomeros de ligacdo amida) & (principal
e secundario) 1,034 (t, J=6,9 Hz, 3H), 1,827 e 1,935 (m, 2H),2,223
(my2H), 2,289 (s,6H), 2,758 (s,4H), 2,779 e 2,824 (s, 3H), 2,888 (q,
J=6,8 Hz, 2H),4,333 e 4,473 (s, 2H),7,043 (m,4H) e 7,587 (por d,d=
=9,1 Hz, 2H),

EXEMPLO 16

Preparacdo de éster de N-hidroxisuccinimida 2b

(Um reagente preferencial para ligar um corante fluo-
rescente a 512 nm a um nucledtido de alcinilamino em

que R, representa H e R representa CH,).

9 10 3
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A. Preparacdo de 4-metilresorcinol

Dissolveu-se 2,4-di-hidroxibenzaldeido
(33,97 g; 0,246 mole) (recristalizado no seio de tolueno) em 2-pro-
panol ( 3 litros) de pureza espectroscépica num baldo de fundo redon
do adaptado com uma entrada de gds e com uma saida de bolhas de gas.
Adicionou-se palddio em carvdo a 10% (1,35 g) seguindo-se a adic¢do
de &4cido fosférico ( 3ml) e tratou-se a mistura com azoto. Alterou-
-se o0 fluxo de azoto para um fluxo d hidrogénio e agitou-se a mistu
ra rapidamente arrefecendo-a com gelo. Decorridas 3 horas tinha ces-
sado completamente a libertacdo de hidrogénio e eliminou-se o cata-
lisador por filtracdo. Eliminou-se o filtrado até se obterem 200 ml
e adicionaram-se 200 ml de acetato de etilo. Lavou-se a solucdo com
4 X 200 ml de dgua e os extractos de agua combinados extrairam-se
com acetato de etilo. Estes extractos orgdnicos lavaram-se com d&gua
e as camadas orgdnicas combinadas secaram-se sobre sulfato de sédio
e recolheram-se para se obter o produto sob a forma de um sélido cris
talino incolor ( 29,95 g ; 98%). P.f. 106°C ( na literatura 106%-107°°¢€
[3. C. Bell. W. Bridge, e A. Robertson. J.Chem. Soc., p.1542-45
(1937) 7] ). RMN (umso-dG):é 1,961 (s,Me), 6,076 (dd, H-6, J[5,6] =8 Hz,

J[2,6] = 2 Hz), 6,231 (d,H-2), 6,760 (d, H-5) 8,867 (s,0H), e 9,008
(s,0H).

B. Preparacdo de 9-carboxietilideno -3,6-di-hidroxi-2,7-di-
metil-9H-xanteno (SF-512).

Colocou-se 4-metilresorcinol (25,8 g;0,208

mole) e anidrido succinico (20,8 g, 0,208 mole) num baldo de fundo
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redondo e purificou-se o baldo com azoto. Adicionou-se dcido metanos
sulfénico (150 ml) e aqueceu-se a solucdo numa atmosfera de azoto a
65°C durante 2 horas. Verteu-se a solucdo gota a gota em 1 litro de
uma mistura de gelo/dgua fria agitada rapidamente, com a adigdo si-
multdnea de hidréxido de sbédio aquoso a 50% para manter o pH no va-
lor de 2,25 + 0,25. recolheu-se o produto por centrifugacdo e lavou-
-se com dgua (3X) e com acetona (2X). Secou-se o s6lido ao'ar e de-

pois no vécuo a 110°C, para se obter um p6 cor de tijolo (24,1 g; 74%).

A purificacdo efectuou-se permitindo que
0 acetato de etilo fluisse lentamente para o interior de uma solucdo
do produto em dimetilssulféxido. Recolheu-se o precipitado por filtra
cdo, secou-se ao ar e depois secou-se no vdcuo. RMN (DMSO-dG):(Apre—
senta uma forma delta puro em conjunto com uma mole de &gua e uma
mole de dimetilssulféxido). & 2,124 (s, 6H), 3,421 (d, J=7,2 Hz,2H).
5,769 (t, J=7 ,2 Hz, 1H); 6,512 (s, 1H), 6,573 (s,1H);7,295 (s,2H).
9,681 (s,1H), 9,625 (s,1H), e 12,346 (s largo 1H). Vis. abs (pH 8,2

Tris aq): max 493,5 nm.

C. Preparacdo de 9-carboxietil-3,6-diacetoxi-2,7-dimetil-9-
-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-512).

Adicionou-se uma amostra de SF-512 (20,0 g
64,0 mmole) a anidrido acético (350 ml) seguindo-se a adic¢do de piri-
dina (80 ml). Agitou-se durante 1 hora e depois filtrou-se para eli-
minar os vestigios do corante que ndo reagiu. verteu-se o filtrado em

3,5 litros de-4dgua agitada rapidamente. Recolheu-se o intermedidrio
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s6lido por filtracdo, fez-se nova suspensdo em 2 litros de d&gua fria,
agitou-se durante 15 minutos e depois recolheu-se e secou-se ao ar
para se obter o intermedidrio de espirolactona (20,8 g). Dissolveu-
-se este produto em etanol absoluto ( 600 ml) e fez-se o refluxo du-
rante 45 minutos. tratou-se a solucdo com carvdo e concentrou-se até
300 ml. Recolheu-se o produto por filtracdo, lavou-se com etanol

frio ( 2X50 ml), secou-se ao ar e depois secou-se no vacuo para se
obter micro-cristais incolores ( 14,9 g; 53%).P.f. 143%c. Anal:Calc.
[c(24)H(26)08)]C 65,15, H 5,92. Encontrado: C 65,31, H 5,97.RMN

(DMSO-d,.): & 1,027 (t, J=6,9 Hz, 3H), 1,628 (m,2H), 2,136 (s, 6H).

6
2,207 (m, 2H), 2,303 (s, 6H), 2,884 (qy=5,9 Hz, 2H), 6,939 (s, 2H).

e 7,417 (s, 2H).

D. Preparacdo de 9-[2-(N-succinimidiloxicarbonil)-etil]-3,6-
-diacetoxi-2,7-dimetil-9-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-512-NHS)

A uma solucdo de Ac2EtSF-512 ( 9,42 g;
21,3 mmole) em cloreto de metileno (175 ml) adicionou-se N-hidroxi-
-succinimida (3,62 g; 31,5 mmole) seguido da adicdo imediata de clo-
ridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-carbodi-imida (8,05 g;
42,0 mmole). Agitou-se a solucdo a temperatura ambiente durante 2
horas, Lavou-se a mistura com dgua (4 X 100 ml) e fez-se a extrac-
c3o dos produtos da lavagem com cloreto de metileno ( 2 X50 ml). As
camadas orgénicas combinadas secaram-se sobre sulfato de s6dio e con-
centrou-se para se obter um 6leo. Adicionou-se etanol absoluto e pro-

vocou-se a cristalizacdo por nucleacdo. Mecolheu-se o produto por
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filtracdo, secou-se ao ar e depois secou-se np vécuo para se obter

micro-cristais de cor laranja claro (9,80 g; 85%).

Preparou-se uma amostra analitica dissol
vendo 1 g em cloreto de metileno (10 ml) e adicionando ciclo-hexano
(40 ml). O tratamento com carvdo vegetal seguido de arrefecimento e
cristalizacdo provocada por nucleacdo, originaram um s6lido crista-
lino incolor. P.f. 159°C. Anal: Calc. [C(28)H(29)N(1)0(10)] C 62,33,
H 5,42, N 2,60. Encontrado: C 62,06,H 5,71, N 2,39. RMN (DMSO-d6):

1,053 (t, J=6,9 Hz,3H), 2,149 (s,6H), 2,304 (s,uH),2,1-2,4 (m,
4H), 2,747 (s, 4H), 2,920 (g, J=6,9 Hz, 2H), 6,975 (s, 2H),e 7,464
(s, 2H).

E. Preparacdo de 9-[2-(N-metil-N-(benziloxicarbonilmetil)-car
boxamido)etil]-3,6-diacetoxi-2,7-dimetil-9-etoxi-9H-xante-
no (Ac2EtSF-512-Sar-0Bn).

A uma solucdo de éster benzilico de sar-
cosina (0,72 g; 4,02 mmole) em cloreto de metileno (25 ml) adicio-
nou-se Ac2EtSF-512-NHS (1,73 g; 3,21 mmole) e uma solugdo de bicar-
bonato de s6dio aquoso a 5% (20 ml). Agitou-se rapidamente a mistura
de duas fases durante 20 horas. Separaram-se as camadas e lavou-se
a camada orgdnica com 3 X 15 ml de &gua, secou-se sobre sulfato
de sédio e concentrou-se até 10 ml. Diluiu-se a solucdo para 60 ml
com ciclo-hexano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se para

25 ml sob uma corrente de azoto originando a precipitag¢do do produto.



Decantou-se a parte sobrenadante e secou-se no vécuo o sélido inco-
lor ( 1,44 g ; 74%).

A recristalizacdo nosseio de cloreto de
metileno/ciclo-hexano seguida do tratamento com carvdo vegetal, ori-
ginou uma amostra analitica.P.f.: 150°-152°C. Anal: cal.
[C(B4)H(37)N(1)0(9)] C 67,65 H 6,18 N 2,32. Encontrado: C 67,42
H 6,08 N2,33. RMN (DMSO-d6): (Exibe uma mistura 5:2 de rotomeros de
ligacdo amida) & (principal e secundario) 1,049 e 1,008 (t, J=6,8
Hz, 3H), 1,747 e 1,66 (m, 2H), 2,144 e 2,115 (s,6H), 2,18 (m,2H),
2,314 ¢ 2,303 (s, 6H), 2,694 (s,3H), 2,907 e 2,884 (q, J=6,8 Hz,2H),
3,961 (s,2H), 5,075e¢5,016 (s,2H), 6,960 e 6,917 (s, 2H), 7,430 e
7,396 (s,2H), e 7,30 (m,5H).

F. Preparacdo de 9-[2-(N-metil-N-(N'-succinimidiloxilcarbo-
nilmetil)-carboxamido)-etil ] -3,6-diacetoxi-9-etoxi-2,4,5,
7-tetrametil-9H-xanteno.

(AC2EtSF-512-Sar-NHS, Estrutura 2b)

A uma suspensdo de Ac2EtSF-512-Sar-0Bn
(0,45 g; 0,745 mole) em etanol absoluto (20 ml), adicionou-se palé-
dio em carvdo a 10% (0,05 g). Agitou-se a mistura numa atmosfera
pressurizada de hidrogénio durante 30 minutos. Eliminou-se o catali-

sador por filtrac3o e eliminou-se o etanol para originar um resfduo

Xaroposo.

Dissolveu-se este residuo em cloreto de
metileno (25 ml) e adicionou-se N-hidroxissuccinimida (0,129 g;1,12
mmole) e cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbo-di-imida
(0,292 g; 1,52 mmole). Agitou—se esta mistura durante 30 minutos e

depois lavou-se com &gua (3 X 15 ml). Secou-se a solucdo sobre sul-
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fato de sédio, concentrou-se até 10 ml, diluiu-se até 40 ml com
ciclo-hexano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se o volume pa
ra 20 ml sob uma corrente de azoto. Decantou-se a parte sobrenadan-
te e submeteu-se o resfduo a uma segunda precipitacdo no seio de
cloreto de .metileno, para se obter um p6 incolor (0,27 g; 59%).Anal:
cal. [C (31)H(34)N(2)0(11)] C 60,98, H 5,61, N 4,59. Encontrado:
C 60,28, H 5,71, N 4,40, 1,08% dgua (K-F). RMN (DMSO-d6): (Exibe
numa mistura 5:1 de rotameros préximo da ligacdo amida) > (princi-
pal e secunddrio) 1,043 (t, J=7,0 Hz, 3H) 1,793 e 1,933 (m,2H).
2,145 e 2,133 (s, 6H), 2,198 (m,2H), 2,314 (s, 6H), 2,740 (s,4H),

2,778 e 2,821 (s, 3H), 2,900 (q, J=7,0 uz, 2H), 4,334 e 4,469 (s,
2H), 6,960 e 6,925 (s, 2HO) e 7,441 (s,2H)

EXEMPLO 17

Preparacdo de é&ster de N-hidroxissuccinimida 2¢

( Um reagente preferencial para ligar um corante fluorescente

a 519 nm a um nucledtido de alcinilamino em que R, represen

9
ta um dtomo de hidrogénio).

A. Preparacdo de 9-(2-carboxietilideno)-3,6-di-hidroxi-4,5-
dimetil-9H-xanteno (SF-519).

Colocou-se 2 metilresorcinol (37,2 g;
0,300 mole) e anidrido succinico (30,0 g; 0,300 mole) num baldo de
fundoredondo e purificou-se com azoto. Adicionou-se dcido metanos-

“sulfénico (150 ml) e agitou-se a solugdo a 65°C durante 4 horas numa



atmosfera de azoto. Adicionou-se a mistura reaccional gota a gota,a
uma mistura de gelo/dgua (1 litro) rapidamente agitada com adicdo
simultédnea de hidréxido de sédio aquoso a 50% para manter o pH no va
lor 6,0 + 0,5. Recolheu-se por centrifugacdo o sélido finamente divi
dido e lavou-se com &gua (4 X 250 ml), fazendo de cada vez nova sus-
pensdo, centrifugacdo e eliminag¢do da parte sobrenadante. Com o pro
duto bruto fez-se uma suspensdo em &gua (1 litro) e adicionou-se hi-
dréxido de sédio aquoso a 50% suficiente para subir o pH para 10,2.
Filtrou-se a solucdo a ajustou-se o pH do filtrado para 1,2 com HCI
concentrado. Recolheu-se o produto por centrifugacdo e lavou-se com
dgua ( 3 X 350 ml) e acetona ( 3 X250 ml) conforme atréds descrito.
Fez-se a destilagdo azeotrépica do s6lido resultante com tolueno, re
colheu-se por filtracdo, secou-se no vacuo a 110%¢ para se obter um
pé cor de tijolo 5 (24,6 g; 53%). Anal: Calc.[C(18)H(16)0(5)]C
69,22 H, 5,16. Encontrado; C 68,95 H 5,30. 0,80% de &gua (K-F).RMN
(DMSO-d6) (principalmente na forma delta): § 2,164 (s, 3H), 2,177

(s, 3H), 3,376 (d, J=7,1 Hz, 2H), 5,749 (t,J=7,2 Hz, 1H), 6,642 (d,
J=8,8 Hz,1H), 6,672 (d, J=8,8 Hz, 1H), 7,216 (d, J=8,5 Bz, 1H),7,227
(d, J=8,5 Hz, 1H), 9,602 ( s largo, 1H), e 9,758 ( s largo,tH).Vis.
abs. (pH 8,2: 50 mM Tris aq/HCl) max 500 nm (69 800).

B. Preparacdo de 9-(2-carboxietil)-3,6-diacetoxi-4,5-dime-
til-9-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-519)

Adicionou-se SF-519 (15,0 g; 48,0 mmole)

a anidrido acético (250 ml) e pulverizou-se o s6lido. (0 tratamento
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por ultra-sons & Gtil para dispersar o SF-519 altamente insoldvel).
Arrefeceu-se a suspensdo com gelo, adicionou-se piridina (50 ml) e
agitou-se a mistura durante 20 minutos. Filtrou-se a solucdo e, em
corrente lenta mas estdvel, adicionou-se a uma mistura de gelo/agua
(4 litros) vigorosamente agitada. Pepois de se agitar durante mais
20 minutos, filtrou-se o produto intermediario, fez-se nova suspen-
sdo em dgua (3 litros) e agitou-se durante mais 25 minutos. Reco-
lheu-se o s6lido por filtracdo e secou-se ao ar.( intermedidrio seco
dissolveu-se em etanol absoluto (600 ml) e fez-se o refluxo durante
1 hora. Concentrou-se a solucdo num evaporador rotativo até 200 ml
tendo resultado a cristalizacdo. Recolheu-se o produto por filtragdo,
secou-se ao ar e depois secou-se no vacuo para se obter micro-cris-
tais incolores (12,13 g; 57%).

Preparou-se uma amostra analitica por pre
cipitacdo no seio de uma solucdo de cloreto de metileno com ciclo-

-hexano. RMN (DMSO-d_.): § 1,033 (t, J=6,9 hz, 3H), 1,674 (m,2H),

6
2,189 (s, 6H), 2,19 (m, 2H), 2,348 (s, 6H), 2,878 (q, J=6,9 hz, 2H),

7,006 (d, J=8,6 hz,2H), e 7,399 (d, J=8,6 hz, 2H).

C. Preparacdo de 9-[2-(N—succinimidiloxicarbonil)-etiU-S,G-
-diacetoxi-4,5-dimetil-9-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-519-NHS)

Misturou-se Ac2EtSF-519 (7,80 g; 17,6
mmole) com cloreto de metileno (175 ml) e adicionou-se N-hidroxissuc-
cinimida (2,75 g; 23,9 mmole) e cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-

-3-etil-carbo-di-imida (7,00 g; 36,5 mmole). Agitou-se a mistura duran
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te 90 minutos e depois lavou-se com &gua ( 5 X 100 ml). Fez-se a ex-
traccdo das camadas aquosas combinadas com cloreto de metileno ( 2 X
X 50 ml) e secaram-se essas camadas orgdnicas combinadas sobre sulfa
to de sédio e concentrou-se. A trituracdo no seio de etanol (100 ml)
seguida de filtracdo e secagem ao ar, originou o produto sob a forma

de um s6lido amarelo claro (7,45 g; 78%).

Duas recristalizacles no seio de ciclo-he
xano/cloreto de metileno, com tratamento com carvdo vegetal originou
uma amostra analitica. P.f. 164°-165°C . Anal Calc. [C(28)H(29)N(1)0(10]
C 62,33, H 5,42, N 2,60. Encontrado C 62,17, H 5,47, N 2,48. RMN
(DMSO-d6): é 1,051 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 2,4 - 2,1 (m,4H), 2,191 (s,
6H), 2,337 (s, 6H), 2,715 (s,4H), 2,912 (q, J=7,0 Hz,2H), 7,015 (d,
J=8,6 Hz, 2H) e 7,429 ( d, J=8,6,Hz,2H).

D. Preparacdo de 9-[2-(N-metil-N-(benziloxicarbonilmetil)-car-
boxamido)-etil]-3,6-diacetoxi-4,5-dimetil-9-etoxi-9H-xante
no ( Ac2EtSF-519-Sar-0Bn).

A uma solucdo de éster benzilico de sarco-
sina (0,557 g; 3,11 mmole) em cloreto de metileno (19 ml) adicionou-
-se AC2EtSF~519-NHS ( 1,30 g; 2,41 mmole) e uma solucdo aquosa de bi-

carbonato de s6dio a 5% (15 ml). Agitou-se a mistura de duas fases
rapidamente durante 18 horas. Separaram-se as camadas e lavou-se a
camada orgdnica com 3 X 10 ml de dgua, secou-se sobre sulfato de s6-
dio e concentrou-se até 10 ml. Diluiu-se a solucdo para 40 ml com ci-

clo-hexano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se para 20 ml sob



uma corrente de azoto resultando a precipitacdo do produto sob a for-
ma de um sélido viscoso. Decantou-se a parte sobrenadante e fez-se a
evaporacdo conjunta do resfduo com cloreto de metileno, para se obter

uma espuma incolor (0,97 g; 67%).

A secagem intensa no vécuo originou uma
amostra analitica. Anal:Calc.[C(34)H(37)N(1)0(9)] C 67,65 H 6,18
N 2,32. Encontrado: C 67,43 H 6,37 N 2,32. RMN (DMSO-d6) (Exibe uma
mistura 5:2 de rotomeros de ligacdo amida): S (principal e secundd-
rio) 1,044 e 1,020 (t, J=7,0 Hz, 3H), 1,824 e 1,714 (m, 2H), 2,17
(m, 2H), 2,195 e 2,169 (s, 6H), 2,346 e 2,337 (s, 6H), 2,720 e 2,691
(s, 3H), 2,889 (q, J=7,0 Hz, 2H), 3,959 e 3,988 (s, 2H), 5,073 e
5,048 (s, 2H), 7,000 e 6,954 (d, J=8,6 Hz, 2H) e 7,45-7,25 (m,7H).

F. Preparacdo de 9-[2-(N-metil-N-(N'-succinimidiloxicarbonil-
metil)-carboxamido)-etil]-3,6-diacetoxi-4,5-dimetil-9-etoxi
-9H-xanteno.

(Ac2EtSF-519-sar-NHS, Estrutura 2c)

A uma solucdo de Ac2EtSF-519-Sar-0Bn (1,35
g; 2,24 mmole) em etanol absoluto (50 ml) adicionou-se palddio em
carvio a 10% (0,13 g). Agitou-se a mistura numa atmosfera pressuriza-
da de hidrogénio durante 20 minutos. Eliminou-se o catalisador por
filtracdo e eliminou-se o etanol para se obter um residuo xaroposo.

Dissolveu-se este residuo em cloreto de
metileno (50 ml) e adicionou-se N-hidroxissuccinimida (0,39 g;3,39
mmole) e cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbo-di-imida

(1,57 g; 8,19 mmole). Agitou-se a mistura durante 75 minutos e depois
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lavou-se com &gua (4 X 15 ml). Secou-se a solucdo sobre sulfato de
s6dio, concentrou-se para 25 ml, diluiu-se para 125 ml com ciclo-he-
xano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se em volume para 50 ml
sob uma corrente de azoto. Decantou-se a parte sobrenadante e extrafu--
-se 0 6leo remanescente com cloreto de metileno (5ml) e adicionou-se
gota a gota, a ciclo~-hexano agitado rapidamente (75 ml),para se obter

um p6é incolor (0,587g; 43%).

Para proporcionar uma amostra analitica,
extraiu-se uma por¢do do produto com cloreto de metileno, secou-se so
bre peneiros moleculares,evaporou-se sob uma corrente de azoto e fi-
nalmente secou-se com uma pistola de secagem a 48°¢C sobre pentdxido
de fosforo, durante 20 horas. Anal: Calc. / C(31)H(34)N(2)0(11) /;C
60,98, H 5,61, N 4,59. Encontrado: C 60,15, H 5,71, N 4,51, &gua (K-F)
1,51%. RMN (DMSO-ds) (Exibe uma mistura 4:1 de retomeros de ligacdo
amida): (principal e secundério) 1,039 (t, J=6,9 Hz, 3H) 1,841 e
1,945 (m, 2H), 2,19 (m,2H), 2,194 (s,6H), 2,345 (s, 6H), 2,767 e
2,744 (s,4H), 2,778 e 2,825 (s, 3H), 2,888 (g, J=6,9 Hz 2H), 4,328 e
4,461 (s, 2H), 7,000 (d, J=8,6 Hz, 2H), e 7,410 (d, J=8,6 Hz, 2H).

EXEMPLO 18

Preparacdo de éster de N-hidroxissuccinimida 2d

(Um reagente preferencial para ligar um corante a
526 nm a um nuclebétido de alcinilamino em que R9

e R,, representam grupos CH,)

10 3
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A. Preparacio de 2,4-di-hidroxi-3-metilbenzaldeido

Adicionou-se oxicloreto de fésforo (80 ml;
0,86 mole) a uma mistura agitada de N-metilformanilida (102 ml;0,82
mole) em &ter (250 ml). Agitou-se a mistura durante uma hora & tempe
ratura ambiente e depois arrefeceu-se com gelo. Adicionou-se 2-metil-
resorcinol (Aldrich, 100 g; 0,81 mole) e deixou-se a mistura aquecer
até A temperatura ambiente enquanto se agitava durante a noite. Reco-
lheu-se o produto intermedidrio precipitado por filtracdo e lavou-se
com éter (3X). Fez-se a hidrélise do produto intermedidrio dissolven-
do-o0 numa mistu%a de acetona ( 250 ml) e de &dgua (250 ml) e agitando
durante 30 minutos. Adicionou-se &gua (2 litros), levou-se a mistura
até ao ponto de ebulicdo e depois deixou-se arrefecer para se deposi-
tar um produto cristalino. Este produto recristalizou uma segunda vez
no seio de &gua ( 4 litros), para se obter um produto puro (70 g;
57%). P.f. 150°¢ ( na literatura 1520-15300. W. Baker e outros "J.
Chem. Soc.’, (1949);p. 2834-5) RMN (DMSO—d6): S 1,973 (s, 3H), 6,551
(d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,428 (D, J=8,5Hz, 1H), 9,703 (s, 1H), 10,745

(s,1H), e 11,592 (s, 1H).

B. Preparacdo de 2,4-dimetilresorcinol

Arrefeceu-se com gelo uma solucdo de 2,4-
-di-hidroxi-3-metilbenzaldeido (30,0 g; 197 mmole) com isopropanol
(3 litros), num baldo de ensaio de 5 litros com trés bocas adaptado,

com um agitador magnético.Adicionou-se &cido fosforico ( 4 ml) e pa-
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l14dio em carvdo a 10% e aspergiu-se a solucdo com azoto e depois com
hidrogénio. Quando se admitiu que a libertacdo de gés tinha cessado
(cerca de 1,5 horas) aspergiu-se novamente a solugdo com azoto e de-
pois filtrou-se através de Celite<:>Eliminou-se 0 dissolvente, extra-
fu-se o residuo com acetato de etilo e lavou-se a solugdo resultante
com 4gua ( 4 X 100 ml). Fez-se nova extrac¢do dos produtos da lava-
gem com acetato de etilo e secaram-se as camadas orgdnicas combinadas
sobre sulfato de s6dio e concentrou-se. A sublimagdo ( 950C; 0,05
torr (0,05X101325/760 Newton m'z) originou um sélido incolor ( 19,69;
72%).P.f. 107°-108%C (Na literatura 108°-109° [ W. Baker e outros.,
"J. Chem. Soc." (1949) p. 2834-5 ]1). RMN (DMSO-dG): 1,969 (s, 3H).
2,037 (s, 3H), 6,220 (d, J=8,1 Hz, 1H), 6,637 (d, J=8,1 Hz, 1H).
7,929 (s, 1H), e 8,785 (s, 1H).

C. Preparacdo de 9-(2-carboxietilideno)-3,6-di-hidroxi-2,4,5,
7-tetrametil-9H-xanteno (SF-526).

Colocou-se 2,4-dimetilresorcinol (28,4 g;
0,205 mole) e anidrido succinico (20,0 g; 0,200 mole) num baldo de
fundo redondo e purificou-se com azoto. Adicionou-se &cido metanos-
sulfénico (231 ml) e agitou-se a solucdo a 70 O¢ durante 20 horas nu-
ma atmosfera de azoto. Adicionou-se a mistura reaccional gota a gota
a uma mistura de hidréxido de s6dio aquoso ( 95 g em 150 ml de &gua)
e gelo ( 3 litros) rapidamente agitada. Adicionou-se uma quantidade
suficiente de &cido metanossulfénico para ajustar o valor final do
pH entre 4,7 e 1,5. Recolheu-se o s6lido resultante por centrifugagdo

e lavou-se fazendo-se nova suspensdo,centrifugando e decantando a
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partir de dgua ( 5 X 1,2 litros). recolheu-se a suspensdo final por
filtracdo, secou-se ao ar e depois secou-se em estufa a 1100C duran-

te 6 horas para se obter um s6lido cor de tijolo ( 30,6 g; 44%).

Uma segunda precipitacdo no seio de uma
solucdo alcalina, seguida de centrifugacdo e lavagens com agua, ori-
ginou uma amostra analftica. Anal: Calc. [C(16)H(12)0(5)] c 70,57.
H 5,92. Encontrado: C 70,39, H 6,00, 0,21% de &gua (K-F). RMN(DMSO-

-d.) (principalmente na forma de espirolactona): $ 2,172 (s, 12H).

6
2,508 (m, 2H), 3,342 (m, 2H), e 7,604 (s, 2H). Vis. abs. (pH 8,2;

Tris aq/HCl): 509 nm (71.300).

C. Preparacdo de 9-(2-carboxietil)-3,6-diacetoxi-9-etoxi-2,4,
5,7-tetrametil-9H-xanteno
(AC2EtSF-526)

Adicionou-se SF-526 (25,2 g; 74 mmole) a
anidrido acético (450 ml) arrefecido com gelo, seguindo-se a adigdo
de piridina (100 ml). Agitou-se a mistura com arrefecimento com gelo
durante 150 minutos. Filtrou-se a mistura reaccional e depois adicio-
nou-se, em corrente lenta e estdvel a uma mistura de gelo/ dgua fria

(7 litros) rapidamente agitada. Depois de se agitar durante mais 30
minutos, filtrou-se o produto intermedidrio, lavou-se com dgua, fez-
-se nova suspensdo em dgua ( 4 litros ) e agitou-se durante mais 30
minutos. Recolheu-se o sblido por filtragdo e secou-se ao ar para se
obter o produto intermediério de espirolactona (28,9 g). Dissolveu-

-se uma porc¢do deste produto intermediério (18,6 g) em etanol abso-
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luto ( 1 litro) e fez-se o refluxo durante 90 minutos. Concentrou-se
a solucdo num evaporardor rotativo até 300 ml o que originou a cris-
talizacdo. Recolheu-se o produto por filtragdo, lavou-se com etanol,
secou-se ao ar e depois secou-se no vécuo para se obter micro-cris-

tais incolores ( 11,6 g, 52% baseados na quantidade de produto inter-

medidrio utilizado).

A recristalizacdo no seio de cloreto de
metileno/ciclo-hexano com tratamento com carvdo vegetal originou mi-
cro-cristais incolores. P.f.: 154°-155°C. Duas evaporagdes no seio
de cloreto de metileno eliminaram os tracos de ciclo-hexano pafa ana
lise. Anal: Calc. [C(20)H(20)0(5) ]JC 70,57, H 5,92. Encontrado: C
70,39, H 6,00, 0,21% de &gua (K-F). RMN (DMSO-d6) (principalmente na
forma de espirolactona): & 2,172 (s, 12 H), 2,508 (m,2H), 3,342 (m,
2H), e 7,604 (s, 2H). Vis. abs. (pH 8,2; Tris aq 50 mM HC1): 509 nm
(71 300).

E. Preparacdo de 9-[2-(N-succinimidiloxicarbonil)—etil]-3,6—
-diacetoxi-9-etoxi-2,4,5,7-tetra-metil-9H-xanteno (Ac2EtSF-

-526-NHS)

Misturou-se Ac2EtSF-526 (4,70 g; 9,99 mmo-
le) com cloreto de metileno (75 ml) e adicionou-se cloridrato de 1-(3-
-dimetilaminopropil)-3-etilcarbo-di-imida (3,10 g; 16,2 mmole) e N-hi
droxissuccinimida (1,50 g; 13,0 mmole). Agitou-se a mistura durante
90 minutos e depois lavou-se com dgua ( 4 X 50 ml). Fez-se nova ex-
traccdo das camadas aquosas combinadas com cloreto de metileno(50 ml)

e secaram-se as camadas orgdnicas combinadas sobre sulfato de
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sédio e concentrou-se.A trituracdo no seio de etanol ( 75 ml) segui-
da de filtracdo e secagem ao ar, originou o produto bruto sob a forma
de um s6lido amarelo claro ( cerca de 4,7 g). Dissolveu-se este mate-
rial em cloreto de metileno ( 50 ml) e adicionou-se ciclo-hexano (50
ml). Adicionou-se uma colher de chd de carvdo vegetal, filtrou-se a

mistura e tratou-se o produto com uma porcdo adicional de ciclo-hexa-
no (25 ml). A recolha por filtracdo, secagem ao ar e secagém no vécuo

originaram cristais incolores ( 3,14 g; 55%).

Uma segunda precipitacdo no seio de clore-
to de metileno com ciclo-hexano originou uma amostra analitica. Anal:
Calc. [C(30)H(33)N(1)0(10)] : C 63,48, H 5,86 N 2,47. Encontrado: C
63,08, H 6,00, N 2,37. RMN (DMSO-dG): S 1,058 (t, J=6,9 Hz, 3H),2,136
(s, 6H), 2,155 (s, 6H), 2,228 (m, 4H), 2,371 (s, 6H),2,748 (s,4H).

2,918 (q, J=6,9 Hz, 2H), e 7,300 (s, 2H).

F. Preparacdo de 9- [ 2-(N-metil-N-(benziloxicarbonilmetil)-car-
boxamido)-etii-3,6-diacetoxi-9-etoxi-9H-xanteno (Ac2EtSF-
-505-Sar-0Bn)

A uma solucdo de éster benzilico de sarco-
sina (0,72 g; 4,02 mmole) em cloreto de netileno ( 40 ml adicionou-se
AC2EtSF-526-NHS (1,82 g; 3,21 mmole) e também uma solugdo aquosa de
bicarbonato de sédio a 5% ( 30 ml). Agitou-se rapidamente a mistura de
duas fases durante 20 horas. Separaram-se as camadas e lavou-se a cama
da organica com 4 X 15 ml de 4gua, secou-se sobre sulfato de s6dio e

concentrou-se até 15 ml. Diluiu-se a solugcdo até 100 ml com ciclo-he-



xano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se para 50 ml sob uma
corrente de azoto originando a precipitacdo do produto. A filtragdo
seguida da secagem ao ar originou um s6lido incolor ( 0,86 g; 47%).

A evaporacdo conjunta com cloreto de meti-
leno sequida de secagem intensa no védcuo originou uma amostra analf-
tica. Anal: Calc. para [C(36)H(41)N(1)0(9)] C 68,45, H 6,54, N 2,22.
Encontrado: C 68,29, H 6,70, N.2,07. RMN (DMSO-d6) (Exibe uma mistura
5:2 de rotomeros da ligacdo amida): & (principal e secundério)1,049
e 1,027 (t, J=6,8 Hz,3H), 1,783 e 1,700 (m, 2H), 2,129 e 2,099 (s,6H),
2,159 e 2,129 (s, 6H), 2,14 (m,2H), 2,379 e 2,371 (s,6H), 2,699 e
2,690 (s,3H), 2,873 (q, J=6,8 Hz, 2H), 3,958 e 3,976 (s, 2H),5,075 e
5,019 (s,2H),7,266 e 7,233 ( s,2H), e 7,25-7,40 (m, 5H).

G. Preparacdo de 9-(2-(N-metil-N-(N'-succinimidiloxicarbonilme-
til)-carboxamido)-etil)-3,6-diacetoxi-9-etoxi-2,4,5,7-tetra-
metil-9H-xanteno (Ac2EtSF-526-Sar-NHS, Estrutura 2d)

A uma solucdo de Ac2EtSF-526-Sar-0Bn(0,96 g;
1,52 mmole) em etanol absoluto (40 ml) adicionou-se palddio em carvao
a 10% (0,10 g). Agitou-se a mistura sob uma atmosfera pressurizada de
hidrogénio durante 30 minutos. Eliminou-se o catalisador por filtracdo
e eliminou-se o etanol para se obter um residuo xaroposo. Dissolveu-se
o residuo em cloreto de metileno ( 40 ml) e adicionou-se N-hidroxissuc
cimida (0,26 g; 2,26 mmole) e cloridrato de {—3-dimetilaminopropil)-
-3-etilcarbo-di-imida (0,59 g; 3,08 mmole). Agitou-se a mistura duran-
te 30 minutos e depois lavou-se com dgua ( 4 X 15 ml). Secou-se a so-

lucdo sobre sulfato de s6édio, concentrou-se até 15 ml, diluiu-se para
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100 ml com ciclo-hexano, tratou-se com carvdo vegetal e reduziu-se
em volume para 50 ml sob uma corrente de azoto. Recolheu-se 0 produ-
to por filtracdo, secou-se ao ar e secou-se no védcuo para se obter
micro-cristais incolores (0,573 g; 59%).

A evaporacdo conjunta com cloreto de meti-
leno seguida de secagem intensa no véacuo a 40°C eliminou os tragos
de ciclo-hexano e originou uma amostra analitica de um s6lido amorfo.
RMN (DMSO-dG):é 1,043 (t, J=6,7Fz, 3H), 1,82 (m, 2H), 2,130 (s, 6H),
2,157 (s, 6H), 2,15 (m, 2H), 2,378 (s, 6H), 2,748 (s, 4H), 2,778 (s,
3H), 2,891 (g, J=6,7 Hz, 2H), 4,327 (s, 2H), e 7,275 (s, 2H).

EXEMPLO 19

METODO GERAL PARA ACOPLAR NUCLEOTIDOS DE ALCINILAMINO
COM ESTERES DE N-HIDROXISSUCCINIMIDA 2

PREPARAGAO DE NUCLEOTIDOS DE ALCINILAMINO
COM TERMINAGAO DE CADEIA MARCADA POR FLUO-
RESCENCIA 34 -37

Extrafu-se o trifosfato de nucledtido de
alcinilamino 49 (10 micromole),a partir do Exemplo 3J) com &gua (0,050
ml) e diluiu-se com dimetilformamida (0,100 ml). Adicionou-se uma so
lucdo de éster de N-hidroxi-succinimida 2a (12,3 mg; 21 micromole;
2,1 eq., do Exemplo 15 E) em dimetilformamida (0,100 ml) e agitou-se
a mistura a 50° ¢ durante 4 horas. Adicionou-se hidréxido de aménia

concentrado (0,25 ml) tapou-se hermeticamente o recipiente de reaccdo

e manteve-se 0 aquecimento a 50°C durante mais 25 minutos. A solugdo
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vermelha resultante diluiu-se para 10 ml com &gua e aplicou-se a uma
coluna de DEAE-Sephadex #4-25-120 ( leito de 1 X 19 cm) que tinha si-
do equilibrada com TEAB aquoso 1,0 M de pH 7,6 (50 ml) e depois com
TEAB aquoso 0,2 M de pH 7,6 (50 ml). Eluiu-se a coluna com um gradien
te linear de TEAB aquoso de pH 7,6 variando desde 0,4 M (150 ml) até
0,7 M ( 150 ml). O processamento em coluna efectuou-se a 100 ml/h
tendo-se recolhido fracgdes de 3 em 3 minutos. Controlou-se o eluen-
te por absorvéncia a 498 nm (40 AUFS). Observou-se primeiro a eluigao
de duas bandas inferiores de sub-produtos seguindo-se a banda do pro-
duto principal com resolugdo a partir da linha de base. Combinaram-se
as fraccdes em que se admitiu a existéncia de dsroduto puro. Concentrou-
-se (T<300C), fez-se a evaporacdo conjunta trés vezes com etanol abso-
luto e depois extrafu-se com &gua (0,74 ml). Fez-se um exame da solu-
cd3o por absorcdo visivel (Tris-tampdo aquoso 50 mM de pH 8,2) e liofi-
lizou-se.Uma solucdo diluida do produto apresentou um méximo de absor
cdo a 487,5 nm. Admitindo para o produto um coeficiente de absorcdo
igual ao do corante livre (72 600), o rendimento de nuclebétido de al-

cinil-amino 37 marcado, foi de 4,2 micromole (42%).

0 procedimento anterior proporcionou um
terminante de cadeia marcado 37, por fluorescéncia em que Het repre-
senta 7-deazaguanina (k). Prepararam-se terminantes de cadeia marcados
34 (Het representa uracilo (h) ), 35 (citosina (i)), e 36 (7-deaza-
-adenosina (j)) seguindo procedimentos semelhantes tendo-se feito o
acoplamento de nucledtido-trifosfatos de alcinilamino 46, 42 e 51 com

N-hidroxissuccinimidas 2d, 2c e 2b respectivamente. Também se preparam,
pelos mesmos métodos, outros nucledtido-trifosfatos marcados por fluo-
rescéncia.



REIVINDICAGCOES

1.- Processo aperfeigoado para a preparacgao de nucleotidos
de algquinilamino, caracterizado por se ligar nucleotidos de iodo
com um atomo de iodo ligado a um atomo de carbono na base hetero-
ciclica com alquinilaminas terminais utilizando um catalisador de

dicloreto de bis(trifenil-fosfina) paladio/iodetc cuproso, consis

tindo o aperfeigoamento na utilizacao do catalisador de tetraquis

(trifenil-fosfina) paladio(0)/iodeto cuproso.

92.- Processo para a preparacgao de 2-tio-alcoxi-6-alcoxi-
-7-iodo-7-deazapurinas, caracterizado por se incluir o passo que
consiste em tratar 9-tio-alcoxi-6-alcoxi-7-deazapurinas com N-io-

do-succinimida para a introdugdo selectiva de iodo na posicgao 7.

~n e
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3.- Processo para a preparacao de 5'-trifosfato de 7-(3-amino-l-pro-
pinil)-2',3'-dideoxi—guanosina, caracterizado por incluir as

fases que consistem em:

(A) fazer contactar 6-metoxi-2-metil-tio-7-deazapurina com l-clo-
ro—2—deoxi—3,5-di-O-p-toluoil—“Q-D—ribofuranose na presenca de
hidreto de sodio;

(B) hidrolisar o produto ester 9 do passo (A), sob condigoes al-

calinas, para se obter o diol 10;

OMe OMe
N - . NJ?I?S
)EEI:> " y*g? N
MeS” N e
OTol OH

(C) proteger a posigao 5-0H no diol 10 com um grupo tritilos;

(D) eliminar o grupo 3-OH mediante reducao de um tionocarbonato
intermediario com hidreto de estanho como agente redutor;

(E) tratar a dideoxi-deazapurina 12 resultante do passo (D) com

N-iodo-succinimida para formar o derivado 7-iodo 13;

OMe OMe 1
NESY4$ —_— NEEITS

3
e s W N Mes NN
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Ph 0 Ph o
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13



(F) fazer contactar o composto 13 com tiocresolato de sodio em

hexa-metil-fosforamida para formar a 7-deazapurin-6-ona 1l4;

o
HN)t[fS
MeSAN ~N
Ph3dfk3}
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(G) tratar o composto 14 sucessivamente com acido meta-cloropero-

xibenzdico e amoniaco para se obter a 7-deazaguanosina 135;

o
m/jfg
HZN)§N N
Pnaafkf}

15

(H) ligar a N-propargiltrifluoro-acetamida ao composto 7-iodo

desprotegido 16 para se obter a 7-(3-trifluoro-acetamido-1-pro-

pinil)-Z',3'-dideoxi-7—deazaguanosina;
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(I) converter o produto do passo (H) no 5'-trifosfato e, em se-

guida, eliminar o grupo protector.

4.~ Processo para a preparacao de 6-cloro-7-iodo-7-deaza-

purinas, caracterizado por se incluir a fase de tratamento de

6-cloro-7-deazapurinas com mono-cloreto de iodo para a introdu-

cao selectiva de iodo na posicao 7.

5.- Processo de acordo com as reivindicacoes anteriores,

caracterizado por se obter 7-iodo-nucleotidos com a estrutura:

o

"L

z/gN N,
R4

na qual Z representa um atomo de hidrogénio ou

um grupo amino e R4 representa um grupo de formula

geral

RSO/X?_Z/R’S | Rso,\(:_j/,i o Rso/\/o\/"-,,

: 7
Rg Rg

em que Ry representa unm atomo de hidrogénio ou



PO3H2,P206H3 P309H4 ou os sais correspondentes, e

i) quando R7=R8=H , entao R6=H,OH,F, N, ou
NHZ; ou
ii) quando R7=H e R8=OH , entao R6=H ou OH; ou

iii) quando R,=OH e Rg=H , entao R=0H.

6.- Processo de acordo com as reivindicacoes anteriores,

caracterizado por se obter um nucleotido de alquinilamino com a

estrutura

Nuc-C'.—TC-Rl-NRzR3
na qual R1 representa uma parte de di-radical com 1 a 20 atomos
e R2 e R3 representam, cada um, independentemente, um atomo de
hidrogénio ou um grupo alquilo Cl-ch ou um grupo protector, e

Nuc representa RA-Het com a estrutura

o NH, NH, o W
18 . S . HN
H N L ou A
o C oA v NN 2SN
R Ry 4

N \

Rs 4

em que Z representa um atomo de hidrogénio ou um

grupo amino e R, representa um grupo de formula geral

E oA SIEPERSe
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em que

R. representa um atomo de hidrogénio ou

5
POH,, P,0.H4, P309H4 ou os sais correspondentes,e

i) quando R,=Rg=H , entao R6=H,OH,F,N3 ou NHz;ou
ii) quandc R,=H e Rg=OH, entao Rg=H ou OH; ou
iii) quando R,=OH e Rg=H, entao Rg=OH.

7.- Processo de acordo com a reivindicacao 6, caracteri-
zado por R1 representar um grupo alquileno Cl--C10 de cadeia

linear.

8.- Processo de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizado

por R1 representar um grupo -CHZ-

9.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracteri-
zado por R, representar um dtomo de hidrogénio e Ry representar

um atomo de hidrogénio ou um grupo protector.

10.~ Processo de acordo com a reivindicacao 6, caracteri-

. . /
zado por R4 representar uma cadeia terminada por agucar.

11.- Processo de acordo com as reivindicacoes anteriores,
caracterizado por se obter um nucleotido de alquinilamino marcado

com a estrutura:

Nuc-CEC-Rl—NR2R3
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/

na qual R; representa uma parte de di-radical com
1 a 20 atomos,

R, representa um atomo de hidrogénib ou um grupo
alquilo C;C, ou um grupo protector,

e Nuc representa Ra-Het com a estrutura

0 NH, NH, O N
H H HN
H N Nl\ ou BN
' ' N

em que Z representa um atomo de hidrogénio ou um

grupo amino, e

R, representa um grupo de formula geral

4

L N e e

em que

R. representa um atomo de hidrogénio ou POjH, ,

5
P206H3 , P309H4 ou os sais correspondentes, e

i) quando R7=R8=H , entao R6=H,OH,F,N3 ou NH2; ou

ii) quando R.=H e Rg=OH , entao Rg=H ou OH; ou
iii) quando R,=OH e Rg=H , entao R6=0H

e R, representa um grupo informante.

3
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12.- Processo de acordo com & reivindicacao 10, carac-

terizado por R3 representar um grupo fluorescente,

Lisboa, 2 de Julho de 1987
O Agente Oficial da Proprizdode Induciiiai



Resumo

"Processo para a preparacao de nucleotidos de alquinilamino”

I' A presente invencao refere-se a preparagao de nucleotidos
de iodo mediante introdugao selectiva de iodo na posigcao 7 ou
por tratamento com N-iodo-succinimida ou com mono-cloreto &e
iodo.

Em seguida preparam-se 0S nucleotidos de alquinilamino,

ligando os nucleotidos de iodo anteriores com um atomo de iodo
ligado a um atomo de carbono na base heterociclica con alquinil-
aminas terminais utilizando um catalisador de dicloreto de bis(tri-

l’ ~ fenil-fosfina) paladio/iodeto cuproso.

Lisboa, 2 de Julho de 1987
O Agentz Sl o sl rde wndusivial

it
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