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"processo de preparacgdo de derivados de
guanina imuno-estimulantes e de composi

c8es farmacéuticas que os contém"”

para que

SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION,

pretende obter privildgio de invengdo em

Portugal.

RESUMDO

O presente invento refere-se a um processo de preparagdo

de derivados de nucled&sido-guanosina 7,8-di-substitufdo com a

férmula
o) 1 ;
A
H<
W
/k\N N
NH,
ﬁam, o
HHHH
3 .2
R” R
onde

’

X e ¢, s, Se ou NCI;

l . . . 0 ' s
" & um radical hidrocarbilo substituldo por heteroatomo,

possuindo um comprimento superior ao de um grupc etilo e inferior

ao de um grupo decilo, e gue estd livre de carga iénica aos valo-

res de pH fisioldgicos;
2 3 & . . . . . . .
R e R” s80 radicais iguais ou diferentes seleccionados do

grupo consistindo em hidrogdnio, hidroxilo, alcanciloxilo infe-

. . 2 3 . . . C
rior e benzoxilo, ou 2° =2 R~ constituem juntos um radicel alguili

denodioxilo inferior;

4 . . . . . . .
R um radical seleccionado do grupe consistindo em hidro

génio, alcanoilo inferior 2 benzoilo; e
dos seus sais de adic&o de base, ndo téxico, farmaceuticamente

aceitdveis, caracterizado por compreender ©s passos de
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a) se reagir l-amino-8-oxoguanosina com um agente de algui
lacdo que € um composto hidrocarbilo substituido por heterodtomo
possuindoc um comprimento superior ao de um grupo etilo e inferior
ao de um grupo decilo e que estd livre de carga idnica a valores

de pH fisioldégicos para formar um produto l-amino-7-substituido-

8-o0xoguanosina;
b) isolar o produto do passo a)

c) dissolver o referido produto isolado do passo b) em HC1

concentrado para formar uma solugdo;

d) misturar a referida solugdo do passo c¢) com nitrito de
sédic agquoso e mantendo a mistura resultante durante um periodo
de tempo suficiente para desaminar o grupo l-amino da referida 1-
-amino-7-substitufda-8-oxoguanosina; e

e) isoclar o produto 7-substituido-8-cxoguanosina resultan-
te;

ou

a') reagir B-tioxoguanosina com um agente de algquilacgdo
que é um composto hidrocarbilo substituido por um heterodtomo pos
suindo um comprimento superior ao de um grupo etilo 2 inferior ao
de um grupo decilo e que estd livre de carga idnica a valores de
pF fisiolégicos para formar uma hidrocarbil-8-ticxoguancsina subs

tituida  em 7 por hetercdtomo; e

b') se isolar o produto hidrocarbil-S8-tioxoguanosina subs-—

titufda em 7 por heterodtomo, resultante;
ou

a'') se reagir o produto isolado do passo b') com um agen-

te de S-alguilac¢do para formar um produto S-alguilado;
b*'') isolar o referido produto S-alquilado;

c'') reagir o referido produto S-alquilado com seleneto de

’ - —~ 3 . .
s0dio para formar um produto hidrocarbil-8-selenoxoguanosina subs
tituido em 7 por heterodtomo; e

d'') se isolar o referido produto do passo c¢c'');

'
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ou

a''') se reagir o produto isolado do passo b'') com ciana
mida e com hidreto de sédio para formar um produto hidrocarbil-8

-cianiminoguanosina substituida em 7 por heterodtomo;

e

b*'') se isolar o referido produto do passo a'''):

ou

a'''') se reagir qualquer dos produtos isolados nos passos
e), b'), d'*) ou b''') com um composto alguilidenodioxilo infe-

rior, com um composto acilo inferior ou benzoilo para formar um

produto no gqual R2, R3 e R4 sdo como acima definidos; e

b'**'') se isolar o produto do passo ar'r'Yy,

Estes derivados de nucledsido guanosina 7,8-di-substitufdo
sdo agentes melhoradores da resposta imunitdria muito potente, em

células humanas e animais.

]
4
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo da invencdo

O presente invento refere-se ao processo de preparagdo
de compostos melhoradores da imuno-resposta [imuno-estimulan-
tes) e, mais particularmente, ao processo de prevaragdo de de
rivados de guanina-nucledsido que estdo substituidos nas posi
¢Bes 7 e 8 do anel de guanina, bem como ao processo de prepa-
ragdo de composigdes contendo esses derivados e a métodos que

os utilizam.,.

Antécedentes da Invencdo

Um imuno-sistema animal compreende numerosos elementos
gue actuam separadamente e/ou em conjunto para contractuar,
para eliminar ou para neutralizar, substédncias que sdo reco-
nhecidas por esse sistema como estranhas aoc animal hospedeiro.
Geralmente, mas ndo necessdriamente, a substdncia reconhecida
como estranha pelo imuno-sistema tem uma origem que € exogena
em relacdo ao animal hospedeiro. Exemplos destas substdncias
exbgenas s8o as bactdrias infecciosas e os sub-produtos da sua
actividade celular, particulas de virus e as suas proteinas,
proteinas injectadas por picadas de insectos e similares. Em
doencas auto-imunes, tais como a artrite reumatdide, o imuno-
-sistema do hospedeiro reconhece como estranhas as proteinas

produz idas no hospedeiro, ou proteinas auto-produzidas,

Os principais intervenientes do imuno-sistema s8o os
leucdcitos, que incluem linfécitos de origem timica (células
T), linfécitos produzidos na medula éssea (células B), neutrd

filos gue, inter alia produzem enzimas que fabricam agentes

oxidantes, tais como peréxido de hidrogénio que tém efeitos ci
totbxicos nas bactérias, 2 macrofagos gue apresentam & substég
cia estranha ou antigénio as células T, bem como produzem uma
proteina designada por interleucina-1 que auxilia a transforma
¢cdo das células T em células T auxiliares. O complemento, gue

¢ uma mistura complexa de proteinas que actua duma forma orde-
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nada em cascata na subst&ncia estranha, desempenha também um

papel importante nas imuno-respostas.

As células B podem distinguir-se das células T, inter
alia, pela presenga de imunoglobulinas nas suas superficies de

membrana. As imunoglobulinas funcionam como anticorpos.

Existem cinco classes conhecidas de imunoglobulinas, iden
tificadas por IgA, IgD, IgE, IgG e IgM com base em cinco protei
nas de cadeia pesada, antigenicamente diferentes que, em parte,
constituem a molécula de imunoglobulina. As células B compreen-
dem também marcadores de célula que ndo sdo imunoglobulinas,
gque dincluem, um receptor de complemento (CR), um receptor para
a porg8o Fc da imunoglobulina (FCR), antigénios associados a
regifo I (Ia), e um conjunto de antigénios.-de diferenciagdo
(Lyb 1-7) que sdo identificados por todos os anti-soros e que
estdo correlacionados com vdrios aspectos de maturagdo e acti-
vagdo das células B, Estes marcadores sdo dteis na identifica-

c8o fenotipica das células B,

Enguanto gue as imunoglobulinas das células B actuam na
substdncia estranha, ou antigénio, cré-se que as células T, e
particularmente as cdlulas T auxiliares sdo necessdrias para
estimular as células B a dividirem-se e a diferenciarem-se em
células segregadoras de anticorpos para a imunidade humoral.

As células T supressoras contribuem para a regulagdo da imunida
de humoral, enquanto gue as células T citotéxicas e os mediado-
res de células T de hiper-sensibilidade do tipo retardado sfo

0S principais intervenientes de imunidade,por células,

As células T incluem antigénios designados por Lyt 1, 2
e 3, bem como por L3T4, que estdo relacionados com as funcdes
das células T. Cs rprecursores de cdlulas T auxiliares s8o do fe
nétipo Lyt 17, 27, 37, L3T4T. S§0 estas cdlulas que participam

normalmente na activagdo e na regulacdo das células B,

E conhecido que as células T auxiliares auxiliam a acti-
vac8do e a diferenciag¢8o das cdlulas B segregando imunoglobulina
apbs as células B receberem uma primeira mensagem do agente an-

tigénico activante., Contudo, o modo pelo qual as células T for-
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necem a segunda mensagem para a proliferagdo, activagdo e dife

renciacdo &s células B, € uma matéria controversa.

0 monofosfato de guanosina-3',5'-ciclico (cGMP) tem sido
implicado com um agente natural que fornece a segunda mensagem
requerida para a proliferag8o de células B, Tem-se verificado
gue o monofosiato de 8—bromoguanosina-3',5‘-cfclico (8-BrcGMP)

4 um mitogeno de linfdcito intracelular sintético fraco.

A imuno-resposta pode ser modificada por supressfo arti
ficial (imuno-supressdo) ou por melhoria artificial (imuno-po-
tenciacdo ou imuno-estimulagfo). A imuno-supressdo i.e., uma
menor resposta induzida artificialmente, pode ser conseguida

por seis métodos gerais:

(1) administrac8o de antigénio, (2) administracgdo de anti-soros
ou anticorpos especificos, (3) uso de outros reagentes bioldbgi-
cos tais como anti-soros anti-linfécitos, (4) uso de drogas ou

hormonas, (5) radiag8o e (6) remogfo cirdrgica do tecido linfdi
de. A imuno-potencia¢8o pode incluir a administrag¢do de um agen
te gue efectua um aumento na velocidade & qual a imuﬁo—resposta
se desenvolve um aumento na intensidade ou no nivel da resposta,
um prolongamento da resposta, ou o desenvolvimento de uma res-

posta a uma substdncia que, de outro modo, seria ndo-imunogéni-

ca.

Cs agentes conhecidos gue aumentam as imuno-respostas
sdo geralmente designados por adjuvantes e podem ser incluidos
em duas categorias gerais: (1) os gque conferem uma potenciacgdo
geral; i.e., substdncias que aumentam as imuno-respostas tanto
celulares como humorais para uma grande variedade de antigénios,
e (2) os gue conferem uma potenciac¢do especifica; i.e., substén
cias que aumentam respostas especificas apenas a certos antigé-

niose.

As substéncias qgue podem actuar como adjuvantes podem
ser agrupadas nas categorias seguintes: (1) emulsdes de dgua-er-
-4leo, p.e., O adjuvante de Freund, (2) polinucledtidos sintéti
cos, (3) hormonas, drogas e nucledtidos ciclicos, (4) endotoxi
nas, (5) linfoquinas e monxuinas proteindceas tais como inter-

leuwquinas,
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O factor de transferéncia, um extracto de leucocitos dia
lisdvel (DLE) obtido a partir de leucdcitos periféricos humanos
é uma substé&ncia, capaz de potenciar especificamente a imuno-
-resposta., Tem sido publicado que o factor de transferéncia exi
be alguma eficdcia em paéientes com imunodeficiéncias e uma pos
sivel eficdcia em pacientes cancerosos e em pacientes com imuno
deficiéncias limitadas. Contudo, ainda € preciso aprender muito

acerca desta substé&ncia particular,

Em algumas doencas e condigBes fisioldgicas tais como a

SIDA, agamaglobulinemias X-ligadas, senescéncia e imuno-supres-
s8o induzida por drogas, a activacf8o e a diferenciag8o de célu-
las B estdo ausentes e/ou existem apenas a um nfvel reduzido,di
minuindo deste modo a imuno-resposta do hospedeiro. Estas doen-
gas e condigdes sdo representativas de estados imuno-suprimidos.
Aqui, a activagdo e diferencia¢do melhoradas, se se puderem efe
ctuar tendem a minorar beneficamente a manifestagdo da doenga

e/ou a melhorar a condig8o do paciente,

Um estado imuno-potenciado pode ser ilustrado pela condi
¢cdo do organismo apds a vacinac8o., Aqui, a imuno-resposta estd
jd& aumentada devido a uma resposta antigénica, mas pode ser be-
neficamente melhorada ainda mais para se obter um maior grau e/

/ou uma maior duragdo da imunidade.

A Patente dos E.U.A. n2., 4 539 205 transritida, de Goo-
dman e Weigle descreve a modulacd@o de respostas celulares ani-
mais com derivados de guanina 8-substituidos ligados 9-1' a uma
aldose com 5 ou 6 dtomos de carbono na cadeia de aldose (anel).
As modulagdes celulares que se descrevem nessa patente referem-
~se, na sua maior parte, a imuno-modulag¢do, tal como adjuvanti-
cidade na produg¢do de imuno-respostas primdrias e securddrias.,
Descreve-se também a actividade contra certas condi¢gdes neoplds
ticas, bem como, a actividade de substituigdo de cédlulas T, uma
actividade do tipo IL-1l em timocitos, e a indug¢d8o da libertagdo
de enzimas lipossémicas de neutréfilos. Nessas moléculas, os su
bstituintes na posigdo 8 tém efeitos indutores de atraccgdo de

electdes em relagdo ao hidrogénio. Assim, descreveram-se como
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Uteis substituintes tais como halogéneo, mercapto e o seu tan
tbémero tioxo, acilmercapteo, algquilsulfureto, nitro, ciano, ce
to, halometilo e metilenoxialquilo e similares enquanto se ve
rificou que substituintes doadores de electrdes, tais como um

grupo amino, eram inactivos,

Adicionalmente, a Patente dos E,U.A. n? 4 643 992, trans-
mitida, e 0 seu pedido de patente Europeia n¢., 83306791.1,
publicado, correspondente, descrevem ainda o uso de derivados
de 8-hidroxiguanina (8-oxoguanina), 7-metil-8-oxoguanina e 7-me
til-8-tioxoguanina na modulag¢do de respostas celulares animais.
Na Patente dos E.,U.A, n? 4 643 992 descrevem-se também outros
resultados usando os derivados de guanina que se descrevem na
Patente dos E.U,A. n2. 4 539 205, bem como resultados simila-
res usando derivados de guanina que se descrevem pela primeira

vez nessa patente,

Tém também sido publicados vdrios artigos e capitulos de
livros por alguns dos presentes inventores e pelos seus colabo-
radores, relativos ainda a outros aspectos dos compostos que se
descrevem e reivindicam na Patente dos E.U.A. ne, 4 643 992,
Exemplos desses artigos publicados s8o Goodman, Proc., Soc., EXp.
Biol. Med., 179:479 (1985); Goodman, J. Immunol,, 136:3335

(1986) ; Goodman e Weigle em Purine Metabolism In Man, Part B,

Nyhan e Thompson, eds., Plenum Press, New York, pdg. 451 e 443
(1986); Goodman e Weigle, J, Immunol., 135:3284 (1985); Goodman
e Wolfert, Immunol. Res., 5:71 (1986); Goodman, J. Immunol.,,
137:3753 (1986); e Goodman e Hennen, Cell., Immunol., 102:395

(1986) .,

Breve Sumdrio da Invencdo

0Os derivados de guanina-nucledsido 7,8-dissubstituidos
(derivados de guanina) sdo utilizados para melhorar uma imuno-
-resposta em células humanas e animais. Os derivados de guanina

-nucledsido substitufdos tém uma estrutura que corresponde a

fédrmula
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onde X é 0, S, Se ou NCN; Rl € um radical hidrocarbilo substi-
tufdo com heterodtomos, que tem um comprimento superior ao de

um grupo etilo e inferior ao de um grupo decilo, e gue estd isen
to de carga ibnica aos valores de pH fisioldgicos; R? e R3 s8o
radicais iguais ou diferentes seleccionadas entre o grupo consis
tindo de hidrogénio, hidroxilo, alcoxilo de cadeia curta, alca-
noiloxilo de cadeia curta e benzoxilo, ou R2 e R3 constituem
juntos um radical alquilidenodioxilo de cadeia curta; e R4 é se
leccionado entre o grupo consistindo de hidrogénio, alcanoilo

de cadeia curta e benzoilo. Os derivados de guanosina preferidos
do presente invento sdo aqueles onde X é O ou S e R1 tem um com
primento total (incluindo o heterodtomo substituinte suverior

ao do etilo e inferior aproximadamente ao do heptilo. Derivados
de guanosina particularmente preferidos sdo a 7-(2-cloroetil) -
-8-oxoguanosina, a 7-carbetoximetil-8-oxoguanocina, a 7-carba-
moilmetil-8-oxoguanosina, a 7-metoxietil-8-oxoguanosina, a 7-
—(4-nitrobenzil) ~-8-oxoguanosina, a 7-(4-metoxibenzil) -8-oxogua
nosina e a 7-(2,3-di-hidroxipropil) -8-oxoguanosina. S8o0 também
contemplados os sais de adig¢8o de base, ndo téxicos e farmaceu

ticamente aceitdveis, destes compostos,

C presente invento contempla também uma composicg8o me lho
radora de imuno-resposta gue contem uma guantidade diluente de
um transportador fisiologicamente tolerdvel conjuntamente, com
uma quantidade eficaz potenciante (ou imuno-estimulante) de um
derivado de guanina-nucledsido, substituido com heterodtomos,

anteriormente referido como ingrediente activo.

E também contemplado um método de melhorar uma imuno-res
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posta e particularmente uma imuno-resposta especifica de anti-
génio., Agqui, pbem-se os leucocitos em contacto num meio aguoso
i.e., em cultura (in vitro) ou in vivo, com uma composigdo con
tendo uma gquantidade imuno-estimulante de um derivado de guani
na-nuclecsido anteriormente descrito. Mantém-se o contacto en-
tre a composic8o e os leucdbdcitos por um perf{odo de tempo sufi-
ciente para que as células postas em contacto manifestem a me-
lhoria da sua imuno-resposta. Os leucdcitos postos em contacto

s8o preferivelmente linfdcitos B,
O presente invento tem vdrios beneficios e vantagens.

~ Um beneficio saliente do presente invento reside no fa-
cto de os seus compostos serem geralmente mais eficazes; i.e.,
conferem uma resposta similar para uma dose menor ou conferem
uma resposta melhorada para uma dada dose, do que os imuno-es-

timulantes de guanosina anteriormente conhecidos.

Uma vantagem do presente invento consiste no facto de o
uso de uma das suas composigdes poder fornecer a segunda mensa
gem requerida para a activagdo e diferenciag8o dos linfdcitos

B, em resposta a uma primeira mensagem (antigénica).

Outra vantagem do presente invento consiste no facto de
se poder conseguir a imuno-resposta melhorada tanto na presen-
ca como na auséncia de actividade de cédlulas T auxiliares., As-
sim, nota-se uma imuno-resposta melhorada em sistemas dependen

tes de células T e em sistemas independentes de células T.

Outra vantagem do presente invento reside no facto de se
poderem melhorar e/ou minorar condi¢®es, imuno-suprimidas ou
imuno-deficientes, e manifestagles de doenga particulares pelo

uso da invencgdo.

Ainda outros beneficios e vantagens da inveng8o serdo
evidentes para os peritos na arte a partir da descrigdc gque se

seque,

Usam-se aqui descri¢des antropomérficas tais como o en-
vio e a recepcdo de mensagens por e nara produtos quimicos e

células, para propdsitos descritivos como auxilios para a com-
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preencdo dos fendmenos observados.

Descricdo Detalhada da Invencdo

I. Introducdo

O presente invento contempla um agente melhoradorda imu
no-resposta (imuno-estimulante) que estimula o imuno-sistema
do mamifero hospedeiro ao qual é administrado, bem como leuco-
citos numa cultura de células. A imuno-estimulag8o particular-
mente contemplada € predominantemente especifica do antigénio

para o antigénio imunizante.

Ao estudar os efeitos de alguns derivados de guanosina
nitd&énicos conhecidos, p.e., 0 monofosfato de guanosina-3',5'-
-ciclica e o seu derivado de 8-bromo, verificou-se gue uma no-
va classe de derivados de guanina-nucleébsido de baixo peso mole
cular, quando presentes numa quantidade eficaz como ingrediente
activo de uma composigdo contendo uma guantidade diluente de um
transportador fisiologicamente tolerdvel, tinha efeitos notdveis
na modulacf8o de respostas de células de mamiferos. A melhoria
das imuno-respostas humorais especificas de antigénio, que resul
tou numa adjuvanticidade potente, a actividade do tipo factor de
substituigd&o de células T e a actividade de imuno-reconstituicdo
sdo exemplos particulares de respostas celulares que se verifi-
cou serem moduladas, As Patentes dos E.U.,A. n? 4 539 205 e n?@

4 643 992 descrevem esses compostos e os seus métodos de uti-

lizagdo.

Tem-se verificado que os compostos do presente invento
sdo surpreendentemente mais activos do gque os compostos das du-
as patentes anteriores. As constatagdes de uma actividade melho

rada foram surpreendentes por um certo nimero de razdes.

O composto mais activo que se descreveu nas patentes dos
TL.UL.A, anteriores foi a 7-metil-8-oxo-guanosina (7m80Guo), tan-
to como mitogeno de leucocitos como/gg§hvante especifico de an-
tigénio., Tal como aqui a seguir se descreve, a mitogenicidade e
a adjuvanticidade s8o fendmenos que nfo estdo necessdriamente

relacionados.
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Em face dos resultados subsequentemente obtidos foi surpre
endente gue a 7m8oGuc exibisse uma actividade melhorada em rela-

o

Gdo a8 compostos tais como a 8-hidroxiguanosina (designada como o©

seu tautdmero, 8-oxoguanosina; 8oGuo), cu a 8-mercaptoguanosina
(designada por B8MGuo ou como o seu tautdmero 8-tioxoguancsina).
Mais especificamente, resultados subsequentes, alguns dos quais
sdo aqui depois apresentados, revelaram que a actividade (tanto

a8 mitogenicidade como a adjuvanticidade) de uma série de guanosi -
nas E-substituidas diminui com o aumento do tamanho do grupo su-

bstituintes na posic8o 8.

Assim, uma vez que o grupo metilo da 7m8oGuo estd ligado
ao anel de guanosina na posigdo adjacente & posigdo 8 onde se ve
rificou a existéncia de um efeito da dimens&o do substituinte, se
ria de esperar que a adig8o desse grupo ou de qualguer grupo na
posigdo 7, onde anteriormente nf8o havia gualqguer substituinte, pro
vocasse também uma diminuigdo na actividade, meramente em virtude
da molécula em questdo ser maior numa posigdo adjacente 3 posicgdo
do anel sensivel & dimens&o do substituinte. A adjuvanticidade me
lhorada de compostos do presente invento com substituintes ainda
maiores na posigdo 7 do anel de guanosina em relac8o a 7m8oGuo

foi ainda mais surpreendente.

II. Cs Compostos

Cs compestos imuno-estimulantes agui contemplados sdo deri
vados de guanina-nucledsido 7,8-di-substituidos (tambdm aqui desi
gnados por guanosinas ou por derivadocs de guanosina). Sstes com-
pcstos tem estruturas que correspondem & férmula I que a seguir

¢ apresenta

Rl I
. |
\N) N
J > X
NN N
r4 OCH2
r3 g2
o
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onde X ¢ 0O, S5, S2 ou NCN;

Rl € um radical hidrocarbilo substituido com heterodtomos,
com um comprimento total superior ao de um grupo =2tilo e inferior
ao de um grupo decilo, e isento de uma carga idnica aos valores
de pH fisiolégico;

3 . . . . . .
R2 e R™ sdo radicais iguais diferentes seleccionados entre

0 grupo consistindo de hidrogénio, hidroxilo, alcoxilo de cadeia
. . 3
curta, alcanoiloxilo de cadeia curta e benzoxilo, ou R2 e R for-

mam juntos um radical alquilidenodioxilo de cadeia curta; e

4 . . . ,
R° é um radical seleccionado entre o grupo consistindo de

hidrogénio, alcanoilo de cadeia curta e benzoilo.

% de notar que o grupo ribosilo na f&érmula anterior preten
de ser mostrado ligado na posigdo 1, desse anel estando a ligac8o
na configuragdo beta, Adicionalmente deve entender-se que estd

pressuposta a forma D do grupo ribosilo.

Os derivados de guanosina preferidos sfo aqueles onde X &
O ou S, Rl tem um comprimento superior ao de um grupo-etilo e
aproximadamente inferior ao de um grupo heptilo, e R2 e R3 sdo di
ferentes de alquilidenodioxilo de cadeia curta, Na prdtica parti-
cularmente preferida, X é O, Rl € seleccionado entre o grupo con-
sistindo de 2-cloroetilo (-CH,CH_C1l), carbetoximetilo

272
(-CH C02C2H5), carbamoilmetilo (-CH CONHZ), metoxietilo

2 2

(—CHZCH20CH3), 4-nitrobenzilo, 4-metoxibenzilo, e 2,3-di-hidroxi-

. 3 . . 4 . .

propilo, R e R™ s8o hidroxilo, e R & hidrogénio. Muito preferi-
0]

’ l ’ . .
velmente, X € O, R™ & 4-nitrobenzilo ocu 2-cloroetilo, R2 e R3 sdo
hidroxilo e R° ¢ hidrogénio,

1

Tal como anteriormente se referiu, um radical R~ tem um
comprimento superior ao de um grupo etilo, e assim, inclui grupos
etilo substituidos com heterodtomos onde & substituinte tem um ta
manho superior ao de um dtomo de hidrogénio. Um radical Rl tem

também um comprimento que & inferior ao de um grupo decilo, Isto
1

(D~

eguivale a dizer gue R um radical hidrocarbilo, substituido com

heterodtomos com um comsrimento da cadeia mais comorida, incluindo

0 substituinte, que é superior ao de uma cadeia saturada de dois

dtomos &= carbono e inferior ao de uma cadeia saturada de dez 4to-

wAD OFNGINAL‘j
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mos de carbonc, Cada comprimento incluindo os dtomos de hidrogé
nio apropriados. Um grupo hidrocarbilo substitufdo com heterod-
tomos, designado simplesmente por propilo, butilo, hexilo ou de
cilo, ou similar, substitufdo com hetzrodtomos, deve ser enten-
dido como sendo um radical hidrocarbilo de cadeia linear normal.
Os radicais de cadeia ramificada substituidos com heterodtomos

s8o indicados usualmente pelos prefixos numéricos ou abreviados

tais como 2-propilo ou isopropilo, respectivamente,

Os comprimentos da cadeia do radical hidrocarbilo substi-
tuido com heterodtomos s8o0 medidos ao longo da cadeia mais com-—
prida no substituinte. Essa cadeia mais comprida pode ou ndo in-
cluitr o grupo de heterodtomos substituintes. Estes comprimentos
podem ser facilmente calculados usando dngulos de ligag¢do, com-
primentos de ligagdo e raios atédmicos publicados, como fé&r neces
sdrio para desenhar e medir comprimentos de formas de cadeiasal-
ternadas dos radicais, ou construindo modelos usando conjuntos
de construgdo comercialmente disponiveis cujos &ngulos de ligac§o,
comprimentos e raios atdémicos est8o de acordo com os valores pu-
blicados normalmente aceites, Adicionalmente, podem estimar-se
comprimentos aproximados do substituinte assumindo que os compri
mentos de ligacg8o nfo saturadas, dngulos de ligac8o e raios atd-
micos, bem como os dos heterodtomos substituintes, sfo idénticos
aos dos dtomos de carbono saturados, ainda gue se prefiram os mo
dos de medigao anteriormente referidos.

1 . . . \ .
R~ é um radical hidrocarbilo substitufido com heterodtomos

com um comprimento particular, = que estd is2nto de um grupo que
ccnfere carga ibnica aos valores de pH fisioldgicos. AsSsim o radi
cal substituifdo com haterodtomos na posic8o 7 estd isento de uma
amina ou de uma base carboxilica ou de outros grupos bdsicos ou
acéticos cujos valores de pra sSo tais que fariam com gue a molé

cula possuisse carga idnica aos valores de pi fisioldgicos.

Os hidrocarbonetos e os radicais hidrocarbilo podem, ~les

prdéprios S . . . .
. X » Ser divididos genericamente em radicais alifdticos e

’ . N . . . . . oy
aromaticos. Radicais alifdticos dteis incluem (i) alcano saturado

(radicais alquilo)e (ii) alcenos mono-insaturados e alcinos (radi

LY
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cais alcenilo e alcinilo, respectivamente). Para cada tipo de ra
dical alifdtico existem radicais ciclicos de cadeia linear e de
cadeia ramificada, Radicais aromdticos dteis incluem radicais
aralcano que contém um anel aromdtico ligado @ um grupo alifdti-
co. Num radical Rl contemplado, cada um desses radicais hidrecar
bilo estd adicionalmente substituido com um heterodtomo (um dto-

mo sem ser de carbono ou um dtomo de hidrogénio).

Cs radicais Rl tém um comprimento superior ao de um grupo
etilo e um comprimento inferior ao de um grupo decilo. Quando o
radical Rl & um radical alquilo substituido com heterodtomos es-
ses radicais alguilo podem ser designados por radicais alquilo de
cadeia curta substituidos com heterodtomos. 0Os radicais alguilo
Ci{% substitufdos com heterodtomos incluem vdrios membros da clas
se aqui designada por radicais alquilo "de cadeia curta" que sdo
Uteis como radicais alquilo substituidos com heterodtomos tal co-
mo aqui depois se discute. Assim, € apropriado discutir nesta al-

tura os radicais algquilo de cadeia curta,

Os grupos e radicais aqui designados por " de cadeia cur-
ta"™ contém de 1 a cerca de 6 dtomos ds carbono, e preferivelmen-
te, contém de 1 a cerca de 3 dtomos de carbono. Zsta definigdo a
nlica-se ao uso da designac¢do "de cadeia curta" tal como é agqui

3 4
utilizado em todos os grupos Rl, RZ, R e R,

Radicais alquilo de cadeia curta incluem, por exemplo, me
tilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, t-butilo,
n-pentilo, 3-metil-2-butilo, l-metilbutilo, 2-metilbutilo, neo-
-pentilo, n-hexilo, l-metilpentilo, 3-metilventilo, l-etilbutilo,
2-etilbutilo, 2-hexilo, 3-hexilo e similares. O grupo de radicais
Rl alguilo C2—8 substituidos com heterodtomecs inclui radicais me-
tilo apropriadamente substituidos com heterodtomos do grupo dos
radicais alguilo de cadeia curta, e inclui também radicais hepti-
lo, octilo e nonilo substituidos com heterodtomos bem como outros
radicais, tais como o radical 2-metil-heptilo substitufdec com he-
terodtomes, que sdo radicais alguilo de cadeia curta substituidos
com alguilo substituido com heterodtomos. Mo entanto, como os ra-
dicais R~ mais preferidos tém um comprimento superior ao do etilo

e aproximadamente infericr ao do heptilo, os radicais alguilo de

tay
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. . - 1. . .
cadeia curta mais preferidos para R~ incluem metilo, apropriada-
mente substituido com heterodtomos bem como propilo, butilo, pen
tilo, l-metilbutil, 2-metilbutilo, e similares, substituidos com

heterodtomos.

Radicais alquilo substituidos, R% incluem alquilo C2—C8
substituido com halogéneo, hidroxi- e poli-hidroxi- alguilo
C2—C6, carboxilato de alquilenoﬂ:z-cs—alquilo de cadeia curta,
édter de di-algquilo de cadeia curta (alcoxilo de cadeia curta al-
guilo de cadeia curta), e radicais alcoxilo de cadeia curta-al-
quilCl_7carbonilo ndo substitufdos, bem como outros radicais mono-
e di-alquilo de cadeia curta (alguilo de cadeia curta) carboxami-
do no gual a porgdo do grupo carboxamido do radical tem a fdérmula

6 . . ~ . . . .
CONR R , Estes radicais Rl sdo agui depois discutidos.

Os radicais hidroxi-algquilcC —C6 incluem 2-hidroxietilo,

2
2-hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, 3-hidroxi-2-butilo, 3-hidroxi

-2,2-dimetilpropilo, 6-hidroxi-hexilo e similares.

Cutro grupo de radicais Rl alquilo substitufdo & um subgru
po de radicais hidroxi~alquilo:2—c6 gue sdo radicais C3-C6 que
contém um grupo hidroxilo, espacado dois 4tomos de carbono de
um outro substituinte que 2 seleccionado sntre o grupo consistin-
do de substituintes azido,dter e tiodter onde os grupos 4dter e
tiodter contém atd cerca de trés 4tomos de carbono., IZIste subgrupo
pode ser encarado como o produto da reaccdo de um =2pdxido e de um
nucledfilo. C grupo hidroxilo que s2 forma a partir do epéxido e
do nucledéfilo e5td muito preferivelmente ligado a uma cadeia de
trés dtomos de carbono tal como a que € fornecida pela reacg¢do
da epicloro-hidrina ou da epibromo-hidrina com uma guanosina apro

priada seguida da reacgfo do epdxido resultantes com o nucledfilo.

Cs raidicais poli-hidroxialguilo C3—C6 incluem 2,3—di-hidr9
Xipropilo, 3,4-di-hidroxibutilo, sorbitilo o similares., 0s peri-
tos na arte entenderdo que os polidis contemplados contém nfo
mais do qu2 um grupo hidroxilo em cada dtomo de carbono do grupo

algquilo de cadeia curta.

Cs radicais alquiloC,-Cgq substituidos ceom halogdneo inclu-

rd
em, preferivelmente, um ou mais dtomos de cloro, bromo, fluor ou

BAD ORIGINAL
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iodo ligados a um radical alquilo C —Ca. Exemplos de radicais su

2
bstituidos com halogdneo incluem, 2-cloroetilo, 2,2,2-trifluoroce
tilo, 2-bromobutilo, 2-cloro-hexilo, 2,3-dicloro-octilo, hidrocar

bilo per-halo-substituido 2 similares.

Os radicais carboxialquilo de cadeia curta incluem o5 ra-
dicais alquilo de cadeia curta anteriormente descritos,que in-
cluem adicionalmente como substituinte um grupo carboxilo (—CczH).
,CO,H é considerado um radical metilo subs-
titufido com um carboxilo. Os radicais carboxialguilo de cadeia

Assim um radical 7-CH
~ ~ . . . 1
curta ndo estdo eles prdprios contemplados como substituintes R,
na medida gue conferem carga idnica ao derivado de guanina aos va
lores de pH fisioldgico. Contudo, os derivados éster e amida de

radicais carboxialquilo de cadeia curta estdo contemplados.

Os radicais alcoxilo de cadeia curta-alquilo de cadeia cur
ta-carbonilo podem ser encarados como ésteres de radicais carboxi
alquilo de cadeia curta com dlcoois de alguilo de cadeia curta,
tais como os alcoois de metilo, etilo, isopropilo, ter-butilo e
neo-pentilo. Exemplos de radicais carboxialguilo de cadeia curta
incluem carboximetilo, 2-carboxietilo, 2-carboxi-hexilo e simila-
res, zxXemplos de radicais alcoxilo de cadeia curta-alguilo de ca-
deia curta-carbonilo incluem, carbetoximetilo (também conhecido
por carboetoximetilo), 3-isopropoxicarbonilpropilo, 4-hexiloxi-

carbonilpentilo e similares,

Os radicais alquilc de cadeia curta-carbonilamino substitui
do com mono- e di-alguilo de cadeia curta (alquil de cadeia curta
-carboxamido onde a porg¢do do grupo carboxamido do radical tem
uma f£bérmula CCNR5R6)podem s2r encarados como sendo formados a par
tir de um grupo carboxialquilo de cadeia curta substituinte, na
posigdo 7 2 ambnio, bem como uma mono-algquil de cadeia curta- ou
alcanolCZ—C3—amina ou di-alquil de cadeia curta- ou di-alcanol
C2—C3—amina, respectivamente, ondes os radicais alguilo de cadeia
curta sdo como anteriormente se descreveu, e onde as porgdes alca
nolC2~C3 s§o 2-hidroxietilo, 3-hidroxipropilo de 2-hidroxipropila
Exemplos, destas aminas incluem, m2tilamina, propilamina, sec-
butilamina, hexilamina, dimetilamina, metiletilamina, butil-hexi-

lamina, 2-hidroxietilamina (etanolamina), 2-hidroxipropilamina,
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(isopropanolamina), dietanolamino, di-isopropanolamina, metile-
tanolamina, 3-propanolamina e similares. As amidas de aminas se
cunddrias cfclicas com cinco ou seis dtomos no anel podem ser en
caradas como sendo formadas a partir de um grupo carboxialquilo
de cadeia curta e de uma amina ciclica secunddria tal como pir-

rolidina, morfolina, piperidina, pirrolo ou 4-metilpiperazina.

A porc¢do do grupo carboxamido de um radical carboxamidoal
guilo de cadeia curta tal como os anteriores, tem a fdérmula
CONR5R6 onde RS e R6 s&8o iguais ou diferentes e sdo selecciona-
dos entre o grupo consistindo de hidrogénio, alguilo de cadeia
curta e alcanol C2—C3.
tos Um anel heterociclico com cinco ou s2is dtomos no anel. Assim,

. 5 - .
Alternativamente, NR R6 podem formar jun-

podem descrever-se estes 7-substituintes como sendo radicais car-

boxamidoalguilo de cadeia curta cuja por¢do do grupo carboxamido

tem a f£érmula CONRSR6.

Um radical de carboxilato de alquilencC 436alquilo de cea-

2
deia curta pode ser encarado como um éster de um radical substi-

tuinte hidroxialquilocz—c6 ou poli-hidroxialquiloc3acé e de um

dcido alquil de cadeia curta-carboxilico. Discutiram-se anterior

mente exXxempnlos de substituintes hidroxialquiloczﬂc6.
alcanoilo de cadeia curta (acilo de cadeia curta) de &cidos alcouil

As porcdes

de cadeia curta-carboxilicos gue podem estar presentes nestes
Ssteres incluem formilo, acetilo, propionilo, 2-metilpreopionilc,
butirilo, 3-metilvalerilc e similares. Como grupos R° e Rﬂ s38o
contemplados grupos alcanoiloxilo de cadeia curta, formados nela
esterificagdo de um grumo 2'- 2/0ou 3'-hidroxilo, e de um 4cido a1l
Juilo de cadeia curta-carboxilico, tais como os anteriores. Coro
radicais 24 sdo contemplades grupos alcanoilo de cadeia curta aue

se@ formam similarmente pela esterificacfo de um Jrupo S-hidroxi-

Um radicsl alquilenoc2-c6—alquilo de cacdelia curta-carbocxa

mida £ também contemplado como s2ndo um substituinte 7-hidrocar-
L . / - .

pvilo substituido cem um hoterocdtomo. Zste radical pode s=r enca-
rado como uma amida formada entre um radical alquiloc,)--crq substi

P

tufdo, com um grupc @mino primdrio ou secunddrio, e um dcido al-

BAD ORIGH!A ‘.

—



-19- S

quil de cadeia curta-carboxilico. Os radicais alquiloCZ—C6 su-
bstitufdos com um amino primdrio ou secunddrio (bem como ami-
nas tercidrias similarmente substituidas) n&oc sdo também eles
proprios aqui contemplados na medida em que ©s seus grupos ami-
no conferem uma carga idnica ao derivado de guanina aos valores
de pH fisioldgicos. Acidos alquil de cadeia curta-carboxilicos
Uteis, presentes nestas amidas, sdo os gue anteriormente se dis
cutiram. Exemplos de radicais alquilocz—c6 substituidos com ami
na primdria e secunddria incluem radicais 2-aminoetilo, 2-amino
propilo, 2-(iscopropil)aminoetilo (3-aza—-4-metilpentilo) e simi-
lares,

~ % de notar que um €ster ou uma amida, tal como anterior-

mente se descreveram nos pardgrafos anteriores, pode ter, teori
camente um comprimento superior ao de um grupo decilo. Porém, tal
como anteriormente se referiu, um radical Rl tem um comprimento
que € inferior ao de um grupo decilo. Assim, um éster formado a
partir de um alquilcarboxilato com seis carbonecs e de um dlcool
de alguilo de cadeia curta com s2is carbonos, € excluido pois &
mais comprido do gque um grupo decile., ¥ também de notar que os
radicais Rl preferidos tém um comprimento que € inferior, apro-
ximadamente, ao de um grupo heptilo, e essa preferéncia mantém-

-s52 para os ¢steres e amidas anteriormente descritas.

Ainda outro grupo de substituintes hidrocarbilo 7-substi-
tufdos £ constituidoc pelos radicais &ter di-alquilo de cadeia
curta, gue podem tambdém ser designados por radicais alcoxilo de
cadeia curta-alguilo de cadeia curta, Zstes dteres de di-alguilo
de cadeia curta pcdem ser considerados como grupos alguilo,nos
guais um ou mais grupos metileno(—CH2~) estdo substituidos com
um dtomo de oxigénio (-C-). Zxemplos de radicais dter dteis inclu
em radicais metoximetilo, metoxietilo, etoxietilo, etoxi-2-propi-
lo e similares,

A discussdo anterior referiu-se a 7-substituintes que s80o
radicais alguilo de cadeia linear ou ramificada (alifdticos) su-
bstituidos com heterodtomos. 0s compostos do presente invento in

cluem também radicais ciclo-alifdticos substitufdos, alifdticos
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etilenicamente nfo saturados e aralguilo. Cada um desses radi-
cais pode estar substituido com neterodtomos, como antericrmente
se discutiu para os radicais alquilo de cadeia linear ou ramifi-

cada,

Por exemplo, podem utilizar-se radicais ciclicos alifdti-
cos substituidos com hetercdtomos, tais como o &cido ciclopenta
nocarboxilico ou o 4cido ciclobutanocarboxilico, para formar um
éster ou uma amida com um dlcool de algquilo de cadeia curta ou
uma amina 7-substitufdos, resrectivamente, anteriormente referi
dos. O mesmo se passa no caso dos dcidos carboxilicos ciclicos
etilenicamente ndo saturados tais como o dcido 2-ciclopenteno-
-l-acédtico. Similarmente, podem utilizar um dlcool ciclico tal
como o ciclo-hexanol ou o 2-ciclo-hexeno-l-o0l, o ciclopropilcar-
binol ou uma amina ciclica tal como o ciclobutilamina ou a ci-
clo-hexilamina, para formar um &éster ou uma amida, respectivamen
te, com um radical 7-alguilcarboxilo anterjiormente discutido tal
como um radical carboximetilo. Podem também usar-se dlcoois = dci
dos carboxilicos etilenicamente ndo saturados tal como o 3-butino
~-1l-0l, e o 4cido 3,3-dimetilacr{lico na preparacdo de d4steres e

de amidas tal como anteriormente se discutiu,

Os radicais aralquilo substitufdos s&o radicais R~ particu
larmente contemplados. Txemplos de radicais aralquilo incluem os
radicais benzilo e feniletilo, e esses radicais 25tdo0 substituil-
J
dos nos s2us anéis fenilo com um ou dois, prafe rivelmente, um su-
bstituinte com heterodtomos seleccionados >ntre o gruvo consistin
16 de . . . e D6 5 5 5 2
¢o de nitro, ciano,carboxamide (-CCNMRR° ocnde 2° e R sdo defini-
dos como anteriocrmente), halogéneo, alcoxilo de cadeia curta, car

bonilalcoxilo de cadeia curta, hidroxilo 2 alcanoilexil> de ca-

d2ia curta., © reiterado zus o regquisito do comunrimento -“otal Rl
se mantém,

Preferem-se os substituintes num grupo d2nzilo gque 580
grupos atractores de electroes om elagdo ao hidrogdnio vor =2fei
to de ressondncia ou indutivo, tal como 05 que s2 descrevem em
t'ine, Physical Crganic "romis* v, 2% ed., ¥cGraw-i{ill Eook Co.,
Mew York, pdg. 85-33 (1962) fais como o ciano, nitro e halogdneo,

1
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Um radical 4-nitrobenzilo ¢ um radical particularmente preferido,
tal como o é a 7-(4-nitrobenzil)-8-oxoguanosina, um derivado de

guanina particularmente preferido da invencdo.

Dos radicais hidrocarbilo substitufdos com heterodtomos
anteriores, preferem-se os radicais alguilo de cadeia lin=ar su-
bstituidos e os radicais benzil-hidrocarbilo com um comprimento
superior ao do etilo e um comprimento inferior, aproximadamente,

ao de um grupo heptilo. Desse grupo nreferido, os radicais alqui

lo substituidos com halogéneo,alcoxi de cadeia curta-alguil
de cadeia curta-carbonilo, algquil de cadeia curta-carboxamidoe

. . 6 . .
onde © gruno carboxamido tem a formula CONRSR , a@lcoxi de cadeia

curta-alquilo de cadeia curta, e benzilo cujo anel fenilo estd su
bstituido com um grupo atractor de electrdes em relacfo ao hidro-

génio, s8o radicais particularmente preferidos.

Os radicais R2 e R3 podem s=2r iguais ou diferentes e sdo
seleccionados entre o grupo consistindo de hidrogédnio, hidroxilo,
alcoxilo de cadeia curta, alcanoiloxilo de cadeia curta = benzilo.
R2 e R3 podem também formar juntos um radical alguilidenodioxilo
de cadeia curta 2'§3'—ciclico. Discutem-se seguidamente exemplos

. . 2
de radicais R e 7,

Cs radicais alcoxilo de cadeia curta sdo radicais alquilo
de cadeia curta ligados ao ansl acucar (ribose) da guanina atra-
vés de um dtomo de oxigénio do acucar. Zxemplos de radicais alco
Xxilo de cadela curta incluem metoxilo, etoxilo, iso-propilo, bu-
toxilo, hexiloxilo e similares,., Os radicais alcanoiloxilo s8o ég
teres gu=2 se formam entre um grupo hidroxilo do anel de a;dcar da
guanina 2 um dcido alguil de cadeia curta-carboxilico. Ixemplos

de radicais alcanoiloxilo de cadeia curta incluem, formcxilo, ace

toxilo, propionoxilo, hexanociloxilo e similares. Os derivados ace
tal 2 cetal de alguilo d= cadsia curta dos grupos 2'- e 2'-hidro-
xilc, sdo designados por alguilidenodioxilo de cadeia curta 20,3

-ciclicos ou mais simplesmente, por radicais alguilidenodioxilo
de cadeia curta. Zstes radicais formam-se pela reacgdo de um al-
~ ’ . 5 . . .

deido, tal como formaldeido, acetaldeido ou similares, ou de uma

c=2tona, tal como acetona ou metiletilcetona, com oS grupos 2'- e

R iy
BJ“‘\‘L!‘ (IS IRV TN




3'

2

3
refere-se que R R

o
<

cadeia curta ou benzoxilo,

acetoxilo. Quando os radicais R e R

deia curta ou benzoxilo, esses

-hidroxilo de um grupo ribosilo da guanosina substit

sejam hidroxilo,

e mais preferivelmsnte

(9%

uido.

alcanoiloxilo de

hidroxilo ou

s80 alcanoileoxilo de ca-

radicais podem pesrder-se durante,

ou logo apds o passo de contacto com leucdcitos de um mitodo da

invengdo e,deste modo, podem constituir uma forma

f

R

derivado guanosina,

xiloe.

’
(=)
<

4
R
hidrogénio,

4 , . . 8 4
velmente, R~ & hidrogénio. Quando R

ou benzoilo cré-se também que o radical

lo possa ser clivado

tuindo de novo uma "prd-droga".

Uma guancsina Util estd substancialmente

idénica aos wvalores de

de oH 7,5

oF

ca excopto para as cargas

ias
Assim,
base

grupos dcidos

azoto do anel nea

ttil

n2lo dtormo de

&

do.

Zo 2 oun presa

& bdsicos est-n

tcda a moldcula de guanosina,

- g ’ .
3inas sdo acidos,

As guanc
SEO

adigdo de base, Tstes xalq/utals nara

zenamento e ndo conforem ura carga

2o “de guanina,usado num mdtodo “a

tamndo vnroduzido p2los sistena
~

do n

L

re ou n2lo tamndo

3
08

com
cu um dlccol de
bases

anol, mvemplos do

ruito preferivelmente,

um radical seleccionado entre o grupo

alcanoilo de cadeia curta e benzoilo,

+tal como anteriormente seo de

fisiclbgico;

>nta de grup

ceitdveis, s8o Utei
reparados por tratamento do
uma base avropriada,

2lguilo

2 n

R e 03

"pré-droga”
sdo hidro

do

consistindo de

tMuito vreferi-

4 alcanoilo d= cadeia curta

contendo o

~

screveu,

isenta de

.2, Cerrce de

l,relativamrent

posigdo 1,

- N
nTtendo

Oos cén

~
o

guanosina, 5sa& aus
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e

ao longo
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xido de sédio, hidrdxido de potdssio, hidrdxido de amdnio e simi
lar=s. Zxemplos de basss orgdnicas incluem tris-(hidroximstil) -
aminom=tano (TRIS), dcido 4~-(2-hidroxietil)-l-vinerazinaetanossul
fénico (HEPZS) e bases similarses. Inversamente, a3 forma d= sal

de adigdo de base pode ser convertida na forma de guanosina livre

por tratamento com dcido.

Os derivados substituidos de guanina-nucledsido Gteis no
presente invento s8o facilmente preparados por vrocedimentos pu-
blicados na literatura guimica, ou por procedimentos andlogos.
Na Secgfo de Materiais e Métodos dzscrevem-se vdrios exemplos de

sinteses.

A sintese dos derivados 7,8-dissubstituidos de guanina-
-nucledsido comega tipicamente com a ligag8o 9-1'-beta-aldoglicd
sido jd& formada, ainda que a formacdo inicial dessa ligagdo ndo

seja requerida.

Em adic8o aos exemplos de sinteses gue aqui depois se des
crevem, apresentam-se agul resumidamente trés processos sintéti-
cos gerais. mstes processos sdo exemplares dos métodoé de sinte-
se gque se descrevam na literatura e sdo descritos usando uma &-
~-tioxoguanosina, substituida na posigdo 7 com um hidrocarbilo su
bstituido com heterodtomeos, da invengdo como O composto a ser

preparado.

Mum primeiro processco faz-se reagir uma 8-tioxoguanosina,
substituida na posic8o 7 com um radical hidrocarbilo substituido
com heterodtomos, com derivado de ribese, substituido na posicgSo
alfa-1 com um grupo rejeitado, adegquado, tal como alfa-l-cloro
(ou bromo ou acetoxi)=-2,3,5-tribenzoil-D-ribose, num solvente ade
quado para formar o dariveado de beta-ribecsilo. Cs nrodutos “a re-
accdo s8o separados por HPLC para se opter o derivado de guanosi-

na des2 jado.

Mum segundc processo, cxida-se a 7-alil-8-tioxcguanosina
(22 444; Zxemplo 2C) para formar o aldeido correspondente., Conden
sa-se depois a 7-(2-etanol)-8-tioxoguanosina correspondente, por
uma reacgdo de Wittig, Claisen, Reformatsky ou similar, vara for-

mar uma guanosina ndo saturada substituida na posic8o 7 com um

BAD ORIGINAL
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grupo substituido com hetzrcdtomos que ¢ separada dos outros
produtos para uso, ou gus pode ser reduzida ou halogenada antes

de utilizar.

Pode também alguilar-se redutivamente o derivado de 7-(2-
—-2tanol) para formar um substituinte alguil de cadeia curta-ami-
no @ partir do gual se pode formar um radical alquileno:ZACG-al—
quil de cadeia curta-carboxamida. O derivado de 7-(2-stanol) po
de ainda ser reduzido no derivado de 7-(2-etanol) correspondente,
que 4,ele préprio, Util e pode também ser esterificado para for-

mar algquileno 62436—alquil de cadeia curta-carboxilato,

. Num terceiro processo, utiliza-se o fecho do anel por uma
reacgdo de tiofosgénio com uma 2,5,6~triamino-4-hidroxipirimidi-
na apropriadamente substitufda. Mais especificamznte, faz reagir
uma 2-aminc-4-hidroxi-6-beta-D-ribosilpirimidina, substituida na
posigdo 5 com um hidrocarbilo substituido com heterodtomos, com
tiofosgénio na preseznga de uma base extractora de dcido por for-
ma a obter-se um derivado de &8-tioxoguanosina substituido na po—
sigdo 7 com um hidrocarbilo substituifdo com heterodtomos, que po

de ser separado dos cutros vnrodutos da reaccdo mara uso.,

ITII. As Composicdes

Uma composicdo do presente invento compvreende uma guanti-

dade diluente de um transportador fisiclogicamente tolerdvel

—

também aqui designado por veiculo ou diluente) misturada com

uma quantidade eficaz imuno-potenciante (melhoradora da imuno-res
sosta ou imuno-2stimulante) de um derivado substituido de guanina
-nucledsido, ou de um s2u sal, do pr=2scnte invento antericrmento

descrito.

Uma composicdo para administracdc in vivo & tinicamsnte

apresentada, para administragdo cral ou parenteral, na forma usu-

)
O
9}

al de uma unidade dz Adcsagem. C t2rmo "unidade d2 desagem

s2us equivalentes gramaticais, tal como 53¢ aagui utilizades, reaie
rem-s2 a unidades fisicamente discretas adeguadas como doses uni
tdrias para pacisntes humanos o para cutrcs mamiferos, cada uniia

ntendo um@ quantidade 2ficaz predetzrminada do ingrodiente

o
A2 guanosina activo calculada para produzir o efeito terapsutico

TR BRI
PAD Urioiiind
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dese jado em associagdo com o transportador fisiologicamente to-

. . . ’ - :
lerdvel requerido, tal como um diluente ou um velculo., As especi

ficacBes para as novas formas de unidades de dosagem sdo ditadas

vor 2 estdo dirzctamente dependentes I (a) das caracteristicas

Ynicas do ingrediente activo de derivado de guanosina e do efei-

to terapéutico particular que se pretende obter, e (b) das limi-

tacBes inerentes & arte de preparacdo de composicdes de um tal
¢ X P ¢ L 3

ingrediente activo para uso terapéutico in vitro, bem como in vi-

vo em humanos e em outros animais.

Exemplos de formas de unidades de dosagem adequadas de

acordo com o presente invento incluem comprimidos, cédpsulas, pé

lulas, vacotes de pd, grdnulos, "wafers" e similares, miltiplos

individuais de gqualguer das formas anteriores, bem como solugdes,

emulsBes e suspensdes liguidas. As composigdes

l1iguidas podem

ser administradas pelas formas usuais, por ex2mplo subcutaneamen

te, intraperitonealmente, intramuscularmente, peroralmente ou si

milares.

A guantidade de ingradiente activo gque é administrada in

vivo como uma quantidade imuno-estimulante eficaz derende da

idade e do peso do paciente, da condig¢do particular a ser trata-

da, da freguéncia de administracdo e da via de
gama de dose didria total pode s-r de cerca de
200 miligramas por cullograma de pneso de corpo,
mante de cerca de C,l1 a cerca de 25 miligramas

veso de corpo e muito preferivelmente de cerca

a@dministracdo. A
C,Cl a c=rca de

mais preferivel-
por quilograma de

de 1 a cerca de

15 miligramas por guilograma de peso de corpo. A dose para um hu-

mano adulto estd na gama de cerca de 5 a cerca

de 110C miligramas

por dia, que administradas como uma dose simples quer divididas

em 3 ou 4 dos2s, As dosagens veterindrias correspondem &s dosa-

a velocidade meta

gens humanas, ostando 2m nroporgdo com o p2so o
’ . . ~
bolica do animal em ccmnaracdo com humanos adultos,

Serd de notar velos peritos na arte gue as ccncentragdes
a

in vivo dteis podem vari

r de espécie animal para espdcie animal.

0s veritos na arte sabem tambdm gue as concentracdes apropriadas

podem ser facilmente determinadas.

D ORIGINAL |
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As concentracdes para o contacto in vitro dz células ani-
mais estdo compreendidas entre cerca de J_xlo'-6 molar a cerca de
3xlo-4 molar para concentracles de cslulas de carca de 106—10
células por mililitro., Mais preferivelmente a concentracdo € de
cerca de 1xlo-5 molar a cerca de lxlO—4 molar, Tal como se podes-
rd observar aqui depois na secc¢fdo dos Resultados a concentracgdo
de pico; i.e., @ concentragdo com a qual se cbtem a maior ad juvan
ticidade, para uma dada guanosina, pode variar tanto quanto dez
ou mais vezes,guando estudadas em sistemas de linfécitos murinos

e humanos.

Uma composicdo pode ser um sblido ou um liguido. Cs trans

portadores fisiologicamente tolerdveis sdo bem conhecidos na ar-
te. Exemplos de transportadores liquidos incluem solugBes aquosas
ostéreis que ndo contém quaisquer materiais aldm do ingrediente
activo de derivado de guanosina, ou gue contém um tampdo tal como
fosfato de sédio ao valor de pH fisioldgico, solugdo salina fisio
l4gica ou ambos, por exemplo, solugcdo salina tamponzda com fos-
fato. Cs transportadores agquosos podem conter tambdm mais do que
um sal tampdo, bem como sais tais como cloretos de sbédio e potds-

io, dextrose e outros solutos. COs Ultimos transportadores sfo

9]

ex=2mplificados pela Injecgdo d2 Ringsr, a Injeccdo de Dextrose e

Injecgdo de NDextrose 2 Cloretoc de sédio e a Injeccdo de Ringer

As composicdes liguidas podem também conter fases iqu-
» fa

ﬂ)

U)
o))
97
=

das aldm de, o com @ exclusdo de dgua. Ixemplos da2st
cionais incluem glicerina, &Sleos vegastais, tais como &leo de s2-

ment2 de algoddo, dleo dz sdsamo ou 2mulsdes de dgua em Sleo.

Zxemplos de transoort

ado
normalmente usados no fabrico de pilulas, ou comnrimidos e inclu

em amidc de milho, lactcse, fosfato de di-cdlcio, 2s5pessantes tais
come goma de tragacanto 2 wmetilcelulcse U.3.7,, Sic, fin wnte di

C
vidida, polivinilpirrolid s
Adicionalmente, o trans ador s3élido pode incluir velimeros bio
degraddveis e ndo biodegraddveis, transnortadores de po

ad
transnortaiores de afinidade tais como o AFFI-GEL 6C1 fresi

BAD GRIGINAL
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toronato de fenilo disponivel nos Bio-RAD Laboratories, Richmond,
Califdrnia, T.J.A.), lipossomas e polimeros sintdticos tal como

4 conheocido na arte, Nas composigdes sdlidas e liguidas podem es
tar também presantes antioxidantes tais como metilparabeno e pro
pilparabeno, bem como adccicantes tais como a;ﬁcar de cana de be
terraba, sacarina de s&dio, ciclamato de sdédio e o adocicante de
Lster de metilo do dipéptido dcido aspdrtico-fenilalamina vendi-
do com o nome comarcial NUTRASWEET (aspartaw ) por G.D. Searle

Coe.

IV, Método de Imuno-=stimulac@o

E também contemplado um método para melhorar a imuno-res

posta de leucocitos. Preferivelmente, a imuno-resposta £ uma res
posta especifica de antigdnio. De acordo com este método pcdm-se
em ccntacto leucdcitos, tais como, preparacdes de linfdécitos, cé
lulas B, células T, neutrdéfilos e macrofagos, separadamente ou

em combinacdo, num meio aguoso, com uma composicdo,gue anterior-
mente se descreveu,contendo uma quantidade eficaz imuno-estimu-
lante de um derivado de guanina-nucledsido anteriormente descri-

to.

C mdtodo pode ser praticado in vivo em humancs, animais
de laboratdério, tais como ratinhos, ratazanas e cobaias, ou em
animais domésticos tais como porccs, cavalos, tovinos, cdes e ga
tos. O mftodo pcde tambdm ser praticado in vitro em culturas de
cdlulas tais comc uma cultura cde hibridoma para a produgdo de an
ticcrpos monoclonais.

C contacto com o5 leucdcitos realiza-se num meio aguoso,
inderendentemente do facto de a composicdo de derivado dz2 guano-
sina ser ela préonria um sdHlido ou um liguido cu de o licuido da
composigdo ser ou ndo aqucsio. Fara o mitodo in vivo, o meio aguo
50 4 fornecido, n2lo m2nos, 2m parte p2la dgua Jdo sangue ou da
linfa, Para os mdtcdos in vitr

o u
WENoS, 2m parte  pelcoc moio de cultura usado,

~ ’ - ’ .

C ccntacto entre a compcsigd@o 2 o3 leucocitos =2 mantid
vor um periodc de tempo suficiente para que as cdlulas postas em
C

contacto manifestem a melhoria da sua imuno-resposta, A imun

PPAL Uil
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timulac8c pode ela prdépria manifestar-se na proliferagdo celular,
na secrecdo aumentada de anticorpos, na actividade aumentada de
cédlulas T auxiliares, na produ¢@o aumentada de citocina de célu~

las T e de macrcfagos, na sacregdo de enzima de neutréfilo, etc.

Cs resultados especificos que agui depois se discutem ilus
tram respostas mitogédnicas ndo especificas de células de bago mu-
rinas, bem como as respostas especificas de antigénio preferidas
de cdlulas B murinas e de linfdcitos de sangue periférico despro-

vidas de células T supressoras,

Qutras imuno-melhorias, especificas de antigénio, ilustra-
tivas que podem ser conseguidas usando um método da invengdo in-
clueﬁ, a proliferagdo de células T, a reconstituigdo in vitro da
imuno-resposta primdria em células B murinas imunodeficientes, a
actividade de substituicdo de c£lulas T em células B murinas, e o

aumento in vivo da produgdo de anticorpos murinos.,

Para utilizagdo in vivo o contacto entre os leucdcitos e
uma composicdo € mantido tipicamente por um periodo de tempo su-
ficiente para que o animal elimine o derivado de guanbsina do seu
organismo, pelo metabolismo, por secre¢do ou por ambos ©S proces-
sos. Esse periodo de tempo pode ser mais prolongado do gue o regu2
rido para gue a imunc-estimulagdo s= manifeste, O contacto com
uma dose unitdria individual € mantido tipicamente por um reriodo
de tempo de horas até cerca de uma semana ou mais, dependendo, pa
ra um dado composto, do transportador ou veiculo utilizado. O con
tacto continuo pode s2r vantajoso para um animal hospedeiro imungc

-deficiente,

C contacto vitro pode seor mantido por um periodo de tem

in
pc suficiente para gue uma das imuno-=stimulagdes anteriormente

descritas se manifeste tal ccmo vode sor determinado por tdcnicas
de ensaic convencionais. Zstes tempos de contacto tém tipicamente
uma duragdo de um a cerca de s=2te dias, 2 mais usualmente de cer-

ca de 2 a cerca de 6 dias.

V. Resultados

Obtiveram-se resultados espzcificos utilizando os compos-

|
|
i

_.~u ORIGINAL

-



69 197
TPG:11 - SCRF 124,08

-29-

tos, as composicdes e os métodos do presente invento e compara-
ram-se muitas vezes ess2s resultados com resultados similares
obtidos usando os compostos, as composicdes e os métodos que se
descrevem na Patente dos E.U.A, n2, 4 643 992, Utilizaram-se
agqui alguns dos compostos usados na Patente dos T.U.A, n2,

4 643 992 com propbsitos comparativos. Esses compostos sdo a 8-
-mercaptoguanosina, a 7-metil-8-oxoguanosina e a 8-bromoguanosi
na, e sd8o aqui designados abreviadamente por 8MGuo, 7m8oGuo e

8BrGuo, respectivamente,

Cs resultados gque aqui depois se discutem foram obtidos
usando um ou mais compostos da invencgdo, a ndo ser onde indicado
de outro modo, na forma de uma composicdo da invencdo gue & usa-
da num método da invengdo. Para resumir e para facilidade de des
crig¢do, apenas os compcstos serdo agui depois referidos,estando
pressuposto que esses compostos sdo utilizados em composigles e

em métodos da invencdo.

A cada um dos novos compostos,cuja actividade é aqui discu
tida ou comparada, foi também atribuido um nimero de -identifica-
¢do de cinco digitos. Esses numeros sfo indicados no titulo do
exemplo que descreve a preparacfo do composto. O nimero de cin-
co digitos e/ou o numero do Exemplo sdo utilizados nas tabelas e

na discussdo gue s2 segue para identificar esses compostos.

A. Actividades de guanosinas 8-substituidas

Tal como anteriormente se ref

eriu examinou-se2 a adjuvanti
cidade e a mitogenicidade de ura série de guanosinas 8-substitui
das, que ndo sdo compostos da invencdo, com tiodteres de vidrics
comprimentos. Cs resultados desses estunlos sdo apresantados nas
tabslas 1 e 2 seguintes onde as linhas horizontais ao longo de

toda a tabela seorvem para separar os estudos uns docs outros.

BAD ORIGINAL
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Tabela 1

Adjuvanticidade especifica de antigénio de 8-tioédter-guanosinas

Comgosto2 Concentragzﬁo3 PFC directo anti-—SRBC/Cultura4
cBA/CaJ C57BL/6J
22359 1074 123%71 -
(8) 3x104 157%7 2620%100
1073 653%52 3110%350
-4 +
22435 10 247138 -
(7> 3x10™* 582%52 913%1110
1073 607557 12,080%470
8MGuo 1074 8131129 -
3x1074 527%25 11,000f140
Controlo Sem nucledsido 7510 486%70

Antigénio presente

22300 1074 420t105 -
(6) 3x107% 870570 -
1073 490%133 -

1074 813%129 -

8MGuo 3x107% 7821123 -
Controlo Sem nucledsido sta -

Sem antigénio

Controlo Sem nucledsido 307t6l -

Antigénio presente

lMediram—se as adjuvanticidades contra glébulos vermelhos

de ovelha (SRBC) em culturas de formagdo de placas directa por
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cultura de células de linfécitos das estirpes de ratinhos apre-
sentadas., Na secg8o Materiais e Métodos apresentam-se pormenores
do procedimento, Os erros padrdo dos valores médios indicados
sdo apresentados pelo "X ndmero”.

20s nucledsidos sdo identificados pelos seus nimeros de

cinco digitos e o nimero do Exemplo no qual se apresenta a sua

preparacdo estd entre parentesis,

3 o . . .
Concentracgdo do nuclebdsido em moles por litro no meio

aguoso onde se realizou o contacto com os leucocitos.
4Usaram—se linfécitos de linhagens de ratinhos consaguf-
neos CBA/CaJ ou CS57BL6/J.
Tabela 2

Mitogenicidade de 8-tioeterguanosinas

ComEosto2 Concentragé’o3 Incorporagdo de [:3H47TdR
(cpm/cultura)
-4 +
22359 10 1600-90
(8) 3x10~4 1300t 80
1072 1700%280
-4 +
22435 10 4500-120
(7) 3x1074 8800%200
-3
10 11,200%202
-3 +
8MGuo 10 41,100-390
Controlo Sem nucledsido 2100%60
-4 +
22300 10 2700-130
-4
(6) 3x10 4100%70
-3
10 16,400%1130

8MGuo 10 25200%950
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Tabela 2 (Cont.)
C‘omgosto2 Concentragéo3 Incorporacg8o de ZTBH;7TdR
(cpm/cultura)

Controlo Sem nucledsido 24ootgo

lA mitogenicidade foi medida pela incorporag¢do de [f3H;7-
TAR (desoxirribonucledtido de timidina marcado com tritio), usan
do as condi¢des que se discutem na sec¢do Materiais e Métodos,
tal como ¢ determinado pela medigdo das contagens por minuto (cpm
por cultura de células. Os desvies padrdo s8o apresentadeos como

na fabela 1,

2'3Vér notas 2 e 3 da Tabela 1.

Os resultados anteriores ilustram que,a medida gue o com-
primento do substituinte aumenta, a actividade do derivado de
guanosina 8-substitui{do diminui em relagdo & 8MGuo cujo dtomo de
enxofre na posig8o B estd ligado a um 4tomo de hidrogénio, Assim,
@8 adjuvanticidade especifica de antigénio do derivado de 8-(2-bu
tenil) (22435) era maior do que a do derivado de 8-cimamilo
(22359) mais comprido, mas inferior & do composto de 8-mercapto
(8MGuo). O derivado de 8-alilo (22300) tinha uma adjuvanticidade
aproximadamente igual & da B8MGuo para as concentracgdes apresenta
das, Os resultados de mitogenicidade para os mesmos compostos
mostraram uma tendéncia ainda mais pronunciada nas actividades
obtendo-se com 8-substituintes cada vez mais compridos resulta-

dos cada vez mais pobres.

B. A adjuvanticidade e a mitogenicidade ndo estf8o necessariamen-

te relacionadas

Os compostos, as composigdes e os métodos do presente in-
vento s§o Uteis na melhoria das respostas mitogénicas e policlo-
nais, e da adjuvanticidade, tal como os compostos cujas activida
des se ilustram nas Tabelas 1 e 2, Pensa-se que as propriedades
mitogénicas e de adjuvante dos presentes compostos resulta pelo

menos de dois percursos diferentes nos quais a mitogénese e uma
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resposta policlonal s8o muitas vezes resultados coincidentes,
enquanto que os resultados de adjuvanticidade diferem frequente
mente, Vér por exemplo, Goodman et al.,, J. Exp. Med., 147:800
(1978) e McIntire et al., J. Immunol.,, 117:674 (1976). Na Paten
te dos E.U.A. n2 4 643 992 discutem-se algumas diferengas simila

res.,

Este ndo acoplamento de actividades & também exibido por
alguns dos compostos do presente invento tal como se pode ocbser

var dos resultados das Tabelas 3 e 4 seguintes.,
Tabela 3

Adjuvanticidade especifica de antigénio de algumas 8-oxoguanosi-
nas, substituidas na posig8o 7 com hidrocarbilo substituf{de com

heterodtomos no sistema humanol

Comgosto2 Concentrag§o3 PFC/Cultura
22935 3x10”° 175%33
(2) , 1074 3613%717
3x102 13,013%2613
-5 +
22943 3x10 83ti12
(4) 1074 sgta
3x10”% 222%54
Controlo Sem nucleédbsido Otl

Sem antigénio

Controlo Sem nucledsido 150t15

Antigenio presente

1 . R
Os estudos foram realizados de um modo similar aos apre

sentados na Tabela 1 com a excepgdo de se ter usado uma prepara

¢do de linfébcitos humanos.

2'BVér notas 2 e 3 da Tabela 1.
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Tabela 4

Mitogenicidade de algumas 8-oxoguanosinas substituidas na posi-
¢do 7 com hidrocarbilo substituido com heterodtomos, no sistema

humano%
posto? 5 Y
Composto Concentracdo Incorporagdo de H /Td4r
(cpm/cultura)
-5 +
22935 3x10 5,975%449
(2) 1074 38,505%655
3x10™4 60,217%272
1073 70,944%453
-5 +
22943 3x10 1,077-40
(4) 1074 1,814%71
3x107% 15,714%856
1073 77,100%799
Controlo Sem nucledsido 1508%125
1,2,3
Vér notas 1, 2 e 3 da Tabela 2.

Cs resultados anterjiores mostram que a 7-(3—dimetilaminol
propil-8-oxoguanosina (22943) foi mitogénica num sistema murino
(Tabela 4) gquando comparada com a 7-carbetoximetil-8-oxoguanosi-
na (22935), Contudo, o composto contendo amina (22943) exibiu uma
actividade aproximadamente igual & exibida por um dos controlos
(sem nucleésido + antigénio) quando se examinaram esses mesmos
compostos para determinar a adjuvanticidade usando linfdécitos hu
manos (Tabela 3),.

Os resultados anteriores confirmam também que a mitogeni-
cidade e a adjuvanticidade nf8o est8o necessariamente ligadas e

podem ocorrer por percursos diferentes. Esses resultados mostram
também que a auséncia de adjuvanticidade exibida por compostos

contendo elementos estruturais dteis noutras fungdes, p.e., ©

anel de guanosina, um grupo 8-oxo e um radical hidrocarbilo subs
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tituido com heterodtomos na posigd8o 7, mais comprido do que o
etilo mas mais curta do que o decilo mas gue comporta uma carga
ibnica aos valores de pH fisiolébgico, aqui devida ao grupo dime

tilamino.

E de notar ainda que, se bem que a mitogenicidade e a
adjuvanticidade possam ser observadas in vitro no sistema wmuri-
no, apenas a adjuvanticidade foi observada in vitro no sistema

humano usando gualquer dos compostos aqui discutido.

C. Estudos de adjuvanticidade

Realizou-se um certo nimero de estudos comparativos de
adjuvanticidade em relagdo ao SRBC usando linfécitos humanos e mu
rinos como fonte de leucdcitos, usando compostos do presente in-
vento, bem como novos compostos n8o incluidos no presente inven-
to. Infelizmente, devido a diferencgas nas respostas de linfécitos
mesmo de ratinhos consaguineos, deixando de parte a populagdo hu
mana ndo consaguinea, estes resultados s3o muito dificeis de com
parar, com exactiddo, uns com os outros., Preferivelmente podem
ser melhor comparados, dentro de um dado estudo, os obtidos com
0s compostos usados no estudo e os dos controlos para um dado es
tudo. Nas Tabzlas 5 e 6 ssguintes apresentam-se resultados des-
tes estudos, os quais se referem apenas & actividade para a con-
centragdo de pico, de cada composto. Cada estudo estd separado

dos outros por uma linha horizontal na tabela,
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Tabela 5

Estudos de adjuvanticidade no sistema murino

Compostos2 Concentrag§o3 PFC anti-SRBC directo/cultura
22935 1074 2371%179
(2)
220943 3x1074 2283%104
(4)
23090 1072 40t3
(5)_
Controlo Sem nucledsido 3319

Sem antigénio

Controlo Sem nucledsido 20%3
Antigénio presente
-5 +
24599 3x10 2521-191
(18)
-3 +
8BrGuo 10 2450-325
Controlo Sem nucledsido 12%2
Sem antigénio
Controlo Sem nucledsido 45tlo
Antigénio presente
-5 +
Tm8oGuo 3x10 18C09-39
24670 1074 1945%1091
(12)
Controlo Sem nucledsido 53%3

Sem antigénio
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Controlo Sem nucledsido 282%46
Antigénio presente
-4 +
24455 10 230-76
(14)
Controlo Sem nucledsido 20%s
Sem antigénio
Controlo Sem nucleésido 203%25
Antigénio presente
24331 3x107% 215%s
(10)
24364 3x107° 50%13
(11)
Controleo Sem nucledsido gt3
Sem antigénio
Controlo Sem nucledsido 5s5tg
Antigénio presente
-4
24292 10 2491
(13)
Controlo Sem nucledsido 50
Sem antigénio
Controlo Sem nucledsido 161

Antigénio presente
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23880 1074 735%56
€15) 1074 6408 164°
Controlo Sem nucledsido 17148
Sem antigénio a58*13P
Controlo Sem nucledsido 357tl2a
An%igénio presente 19601120b
-4 +
23756 10 2376~-212
(16)
Controlo Sem nucleébsido 165t40
Sem antigénio
Controlo Sem nucledsido 305%65
Antigénio presente
-4 +
23642 3x10 1103-123
(3)
Controlo Sem nucledsido 72%12
Sem antigénio
Controlo Sem nucledsido 293t22

Antigénio presente

1

3

'2Ver notas 1 e 2 da tabela 1.

O valor apresentado é o da concentrac8o com a gqual se

obtém o maior nimero de placas por cultura num dado estudo.

a

tados dos estudos "a"

b . .
‘"Realizaram-se dois estudos ("a"

e llb"

e

assim marcados,

"b") sendo os resul-

Os resultados da Tabela anterior ilustram vdrios pontos.

Em primeiro lugar, os compostos do presente invento s8o geralmen
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te mais activos do que os compostos que se descrevem na Patente
dos E.U.A. n2, 4 643 992, Essa melhoria na actividade manifestou
-se, guer numa concentragdo para a qual a adjuvanticidade de pi-
co foi observada (concentrag8o de pico) que foi de cerca de 0,5
a 1 unidade log (poténcia de dez) mais baixa, gquer numa adjuvan-
ticidade para uma dada concentragdo de pico que foi significati-
vamente superior, usualmente pelo menos aproximadamente 100 por
cento superior, do gue a exibida por um composto dessa patente.
Pode observar-se uma adjuvanticidade melhorada, por exemplo,
quando se comparou a B8BrGuo com a 7—(2—cloroetil)-8-oxoguénosina
(24599) tendo-se observado que ambos os compostos tinham ndmeros
de placas, por cultura, similares embora o derivado de 2-cloroeti-
lo exibisse esse valor para uma concentragf8o 1,5 unidades log (cer

ca de 30 vezes) inferior em concentragdo.

Os resultados anteriores para a 7m8oGuo e para o derivado
de 7-{(2-hidroxi-3-azido)propilo (24670) parecem conter pelo menos
duas anomalias. A concentragfo de pico para a 7m8oGuo apareceu pa
ra uma concentrag¢do invulgarmente baixa e o valor de PFC/cultura
parece algo elevado em relagdo aos valores usualmente observados.
0 valor de PFC/cultura para o composto 24670 parece também um

pouco baixo,

Os resultados na Tabela 5 ilustram também os resultados
inaceitdveis obtidos com compostos de outro modo novos e ndo 6bvi
0os que ndo se incluem no presente invento. Exemplos de compostos
excluidos incluem a 7~/ 2-(l-piperidino)etil /-8-oxoguanosina
(23090),a 7-/ 3-(3,4-dimetoxifenilamino)-2-hidroxi_/propil-8-oxo-
guanosina (24364), a 7-/ 3-(dimetilamino)propil /-8-oxoguanosina
(22943) e a 7-carboximetil-B8-oxoguanosina (23642) que conferem

uma carga idnica & moldécula aos valores de pH fisioldgico.

® de notar que com os dois Ultimos compostos (22943 e
23642) obtiveram-se nimeros de placas aparentemente elevados no
sistema murino. Contudo esses ndimeros relativamente elevados de
placas foram obtidas para concentracgdes (3)(10"4 molar) que sdo
relativamente muito elevadas para serem Uteis, e s8o presumive lmen

te devidos a porg¢d®es ndo ionizadas dessas moléculas também presen
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tes no equilibrio, Adicionalmente, tal cewo se pode observar dos
resultados da Tabela 6, c composto 22943 era substancialmente

inactivo & mesma concentragdo relativamente elevada no sistema

humanoe.

Deve também prestar-se ateng8o aos resultados obtidos pa-
ra a 7f£f3-(4—f1uorofenil)piperazinil-z-hidroxipropill?-B-oxogug
nosina (24455) bem como para o composto 24364 anteriormente dis-
cutido, Verificou-se que cada um desses dois compostcs era subs-
tancialmente inactive nas concentragdes usadas nos estudos, Cada
um contém tambdm um radical substituinte, na posigdo 7, hidrocar
bilo substituido com heterocdtomos, que € mais comprideo do que um
grupe decilo. Esses dois compostos contém também- grupos amino que
lhes conferem uma carga ibdnica aos valores de pH fisiolbgico. A
7-/ 2-hidroxi-3-(feniltio)propil /-8-oxeoguanosina (24331), cujo
substituinte na posigdo 7, hidrocarbilo substituido com heterod-
tomos € ligeiramente mais comprido do que o octilo exibiu uma

quantidade de actividade relativamente peqgquena,

Os resultados que se apresentam na Tabela 6 seguinte fo-
ram obtidos de um modo similar aos da Tabela 5 usando linfécitos
humanos em vez de leucdécitos de ratinho.

Tabela 6

Estudos de adjuvanticidade no sistema humano

Co_rgposto2 Concentracdo de pico PFC anti-SRBC directo/
/cultura
-4 +
22935 3x10 13,01322613
(2)
-4 +
22943 3x10 222-54
(4)
Controlo Sem nuclebsido ofo
Sem antigénio
Controlo Sem nucledbsido 150t15

Antigénio presente
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23756 1074 25,083%546
(16)
-4 +
23890 10 15,583-435
(17)
Controlo Sem nucledsido 2t)
Sem antigénio
P +
Controlo Sem nucleodsido 398-52
Antigénio presente
TmBoGuo 3x107% 5775%214°
1070 830te7P
1073 1225%175°¢
, P +.a
Controlo Sem nucledsido 12-4
. s b
Sem antigenio -
Controlo Sem nucledsido 652%g6°
Antigénio presente 82t9b
143%175¢

1'2'3Vér notas 1, 2 e 3 da Tabela 5,

a'b'CExemplos de resultados de trés estudos usando

7mB8oGuo com preparagdes de linfdcitos de trés pessoas designadas
por a, b e c. As comparagdes entre os compostos s§o,deste modo,
feitas dentro de uma dada preparacdo de linfécitos. 0Os resulta-
dos marcados com "a" devem ser comparados com eles prdprios, o

mesmo acontecendo com os resultados marcados com "b" e com “c".

Cs resultados da Tabela 6 mostram de novo a eficdcia me-
lhorada dos compostos do presente invento quando comparados indi
rectamente com a 7-metil-8-oxoguanosina no sistema humano, Esses

resultados mostram de novo gue um composto com uma carga idnica
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aos valores de pH fisiolbgico, p.e., @8 7-(3-dimetilamino)propil-

-8-oxoguanosina (22943), € substancialmente inactive gquando com-

parado com outros compostos da invengdo.

O aumento indirecto,mas grande,da adjuvanticidade dos com
postos da invencg8o / 22935, 23756 e 23890 / em relac8o 3 7m8oGuo
no sistema humano, tanto na magnitude da resposta, como na menor
dose requerida para produzir essa resposta, ilustra também a efi
cdcia de utilizar substituintes hidrocarbilo, substituidos com
heterodtomos, na posig8o 7, cujo comprimento é superior ao do

etilo mas inferior ao do decilo.

Ainda uma outra propriedade inesperada dos compostos mais
preféridos; i.,e., onde Rl € mais comprido do que o etilo e mais
curto do que o decilo e onde o grupo ribosilo n8o estd substitui
do, reside no facto de a curva dose-resposta seja mais larga prd
ximo da concentragdo do pico do que uma curva similar obtida pa-
ra a 7mBoGuo. Esta resposta alargada n8o € observada nas Tabelas

de valores discritos anteriores.

Pode obter-se uma medida de largura relativa somando o né
mero médio de placas (PFC/cultura) encontrado para uma concentra
¢do a meia unidade log da concentrag8o que produziu o valor de
pico, com o PFC/cultura a concentracio de pico. A soma assim obti
da é depois dividida por dois (o nUmero de valores somados) por

forma a obter-se o valor de placa de 1/2 log médio,

Mais especificamente, seleccionam-se valores de placa mé-
dios individuais e subtrai-se a cada valor, o valor residual
quando o SRBC sézinho estava presente, antes deste ser somado,
por forma a obterem-se valores "liquidos". Cada valor ligquido &
dividido pelo nimero de micromoles de nucleébsido presente em 1 ml
de cultura (concentracdo molar/lO-B) por forma a obter-se o PFC/
/cultura/micromole. Seleccionam-se os dois maiores valores assim
obtidos que incluem o valor & concentragdo de pico e um valor
ad jacente de 1/2 unidade log, somam-se e divide-se por dois por

forma a obter-se o valor médio de 1/2 log por micromole.,

Quando se realizam cdlculos como os anteriores para estu-

dos ndo seleccionados da Tabela 6, verifica-se que os valores mé
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dios de placa de 1/2 log por micromole para os compostos da in-
vengdo sfo muito superiores ao valor para a 7m8oGuo. Na Tabela
7 seguinte mostram-se o0s valores assim calculados, No sistema

murino obtém-se resultados similares,

Tabela 7

Valores de placa médios de 1/2 log no sistema

humano
2
Composto valor
7Tm8oGuo 21,604°
) 787°
1300°
23756 153,108
(16)
23890 85,818
(17)
22935 38,753

(2)

Os valores foram obtidos tal como anteriormente se descre

veu usando valores que traduzem os resultados apresentados na Ta-
bela 6.

2Vér nota 2 d4a Tabela 1,
a
'b’cvér Tabela 6,
Ainda que os resultados apresentados na Tabela 7 nio pos -
sam ser directamente comparados, uma vez que foram obtidos em es
tudos separados, as diferengas nos valores calculados s8o tdo

grandes gue se creé serem estes valores significativos.
Uma curva de dose-resposta pode ser estreita demais,ndo
permitindo,assim,a dosagem apropriada de um recipiente particu-

P e aa
3

A L
BAD CRiHE

3

v
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lar. Por exemplo, os resultados para o sistema humano apresenta
dos na Tabela 6 ilustram diferengas t8o grandes quanto um factor
de trés a dez (meia unidade log a uma unidade log) na concentra-
¢do de pico dos compostos estudados, quando se compararam prepa-
ragBes de linfdécitos de individuos diferentes. Se as curvas de
dose resposta fossem muito estreitas, uma dosagem seleccionada
usual para recipientes poderia geralmente ser muito elevada ou
muito baixa. para um recipiente particular. Assim, as curvas do-
se-resposta alargadas para os compostos preferidos oferecem uma

vantagem adicional,em comparagdo com a 7m8oGuo.

D. Actividade de substituic8o de células T

Pode usar-se uma composic&8o do presente invento para subs
tituir as células T na resposta de anticorpos a um antigénio T-de
pendente. Aqui, cultivam-se células B murinas, geradas in vitro
por tratamento com anti-thy 1.2 monoclonal mais complemento, com
ou sem SRBC como antigénio, na presenca de composigdes contendo
concentragdes incrementais de um derivado de guanosina substituf

do na posigdo 7 com um hidrocarbilo substituido com heterodtomos.

Sob estas condig¢des, as culturas dé células B isoladas
respondem fracamente ao antigénio a nSo s=r que suplementadas com
um derivado de guanosina da invenc8o. A resposta modulada pela
guanosina € dependente da dose, bem como do antigénio. Assim, o
contacto de cédlulas B in vitro com uma composiggqtgo presente

invento fornece a essas cé€lulas um sinal do tipo/da célula T,

E. Reconstituigf8o in vitro da imuno-resposta humoral primdria

Os ratinhos CBA/N possuem uma@ imuno-deficiéncia de células
B primdrias ligada ao cromossoma X (X-ligada) e deste modo podem
constituir um modelo murino da imuno-deficiencia ligada ao sexo.
Pensa-se que a estirpe CBA/N € deficiente na actividade funcio-
nal de uma subpopulacg8o de linfdécitos B maduros compreendendo an
tigénios Lyb 3/5/7. Vér Huber et al., J. Exp. Med.,, 145:1 (1977);
Ahmed et al., J. Exp. Med,, 145:101 (1977); e Subbaro, J. Immu-
nol., 122:2279 (1979). |

Preparam-se culturas de células de baco de ratinhos CBA/N
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machos e fémeas homozigdticos e de ratinhos machos heterozigoti
cos em relagdo ao gene CBA/N, designado por gene xid (os rati-
nhos macho contém o cromossoma X) tal como se descreve na sec-
¢do Materiais e Métodos, Adicionam-se a&s culturas 0,1 mililitro
de uma suspensdo de 0,1 por cento (v/v) de SRBC sézinho ou de uma
suspensdo de SRBC com quantidades incrementais de uma guanosina
da inveng8o, usando 5x106 células/ml. Determinaram-se o nidmero

de culturas formando placas anti-SRBC directas por cultura, apds

4 dias de cultura.

Usando uma preparagdo similar de células de bacgo de rati-
nhos CBA/CaJ imuno-competentes verifica-se que para o nivel zero
de cbncentraggo de derivado de guanosina, nf8o existe substancia;
mente qualquer resposta para as células CBA/N, quando comparada
com uma resposta positiva de PFC/cultura para as células CBA/CaJ
imuno-competentes. '

Para concentragdes de derivado de guanosina de cerca de
1074 - 1070 molar, ambas a células CBA/CaJ imuno-competentes e
CBA/N,originalmente imuno-incompetentes, foram capazes de produ-
zir numeros significativos de vFC/cultura. Assim, o contacto de
células de bago,com uma imuno-deficiéncia X-ligada, com uma compo
sig¢do do presente invento, pode reconstituir a imuno-resposta hu
moral, primdria ao SRBC dessas células que, de outro modo, seria

imuno-deficientes,

A imuno-deficiéncia em ratinhos bem como em outros mamifg
ros pode ser devida & idade avancada ou senescéncia, bem como a
um defeito genético tal como anteriormente se discutiu., Assim,
animais que eram imuno-competentes quando jovens ou adultos podem
tornar-se imuno-deficientes & medida que atingem uma idade avan-

cada. Este é o caso da estirpe de ratinhos CBA/CaJ consanguineos.

Realiza-se um outro estudo da reconstituicdo de uma respos
ta de anticorpos humoral primdria ao SRBC,usando células de baco
de ratinhos CBA/CaJ senescentes, com 156 semanas de idade, que
se tornam imuno-deficientes com a idade., Comparam-se as respostas
in vitro dessas células de bago ao SRBC, num ensaio de formacdo

de placas, com as respostas similares de outro grupo de ratinhos
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CBA/CaJ adultos, com 8 semanas de idade, sauddveis, Esta compara
¢8o realiza-se como anteriormente se descreveu,usando de novo uma
composi¢@o contendo uma guanosina da invengdo para pdér em conta-

cto com as células,de baco.

O PFC/cultura para os controlos de ratinhos adultos saudd
veis,contendo SRBC, mas nf8o contendo derivado de guanosina é vd-
rias vezes o ndmero formado na auséncia tanto do SRBC como da gus
nosina, 0 valor de °rFC/cultura,para os controlos de ratinhos se-
nescentes, é aproximadamente igual para ambos os controlos, e ele-
vado,quando comparado com o de adultos sauddveis., Pensa-se que es
sas respostas relativamente elevadas e similares sejam devidas a

formé¢§o de clones auto-produtores de anticorpos,

Observa-se uma resposta ao SRBC relacionada com a dose de
derivado de guanosina., Essa resposta € observada tanto para as cé
lulas de bago de adultos sauddveis imuno-competentes,como para as
células de bago de senescentes, anteriormente imuno-deficientes,
mas agora com a resposta humoral primdria reconstituida. Estes re
sultados ilustram, pois, que o contacto de células de bégo senescen
tes imuno-deficientes com uma composig¢do do presente invento,pode

reconstituir esta imuno-resposta deficiente,

¥, Respostas de anticorpos in vivo

Imunizaram-se ratinhos CBA/CaJ intraperitonealmente (i.p.)
usando um conjugado (TNP-BSA% preparado por reacg¢do de acido
2,4,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS) com albumina de soro bovi-
no (BSA), num tampdo de cacodilato C,28 molar, a pH 6,9, Cada ani-
mal recebe uma injecg¢do intraperitoneal (i.p.) contendo 50 micro-
grama (Mg) do conjugado imunizante. Um grupo de ratinhos recebe
depois (cerca de 30 minutos depois) outra injecgdc i.p.,gue con-
tém um derivado de guanosina da invencdo,quer em Sleo de semente
de sésamo a 100%, guer numa composicaoc aquosa contendo 2 por cen-
to em volume de &leo de sésamo sonicado com solug8o salina. Cada
animal recebe 0,2 ml do derivado de guanosina a partir das compo-
sigd®es cuja concentrag8o em derivado de guanosina € de 5 mg/ml.

Um terceiro grupo de ratinhos recebe a imunizag8o,mas ndo recebe
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composi¢c8o do presente invento e serve como controlo. Determina-
-se depois a secreg8o de anticorpos anti-TNP-BSA durante um pe-
riodo de cerca de 30 dias usando técnicas convencionais de en-

saio de imuno-sorvente ligado a enzima (ELISA) usando o TNP-BSA

como antigénio.

Os resultados de um tal estudo indicam gque os animais que
receberam um derivado de guanosina da inveng8o exibiram titulos
me lhorados de anticorpos anti-TNP-BSA quando comparados com 0OS

t{tulos dos animais que n8o receberam o derivado de guanosina.

Tendo descrito genericamente a invengdo pode ter-se uma
compreencdo adicional da mesma por referéncia as sinteses e aos
procedimentos que aqui a seguir se apresentam com a fungdo de

ilustrar o presente invento.

VIII. Materiais e Métodos

A, Sinteses

Exemplo 1l: Procedimento geral para a preparagdo de 8-oxo-
guanosinas substitufdas na posi¢8o 7 com um hidrocarbilo substi-

tuido com heterodtomos.

Utilizou-se a l-amino-B8-oxoguanosina (aqui depois Compos-
to A) como materiél de partida para vdrias sinteses usando um
procedimento a dois passos. Esse material foi preparado essencial
mente pelo método descrito em Rizkalla et al., Biochim. Biophys.
Acta., 195:285-293 (1969).

Passo 1l:

A uma solug¢do do composto A / 9,5 gramas (g), 30 milimole
(mmole)_/ em dimetilformamida (DMF) adicionou-se metdxido de sé-
dio (33 mmole) em 250 mililitros (ml) de DMF., Agitou-se a mistu-
ra reaccional a8 temperatura ambiente (cerca de 18-22°C) durante
30 minutos., Adicionou-se uma solugdo de DMF (10 ml), contendo o
agente alguilante, usado para formar o substituinte na posigdo 7,
num ligeiro excesso molar em relagdo ao Composto A (p.e., 33
mmole vs. 30 mmole), e agitou-se a mistura reaccional alguilante,

resultante,durante cerca de 16 horas a uma temperatura de cerca
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de 20 a cerca de 40 graus C,

Removeu-se depois o solvente in vdcuo e tratou-se o resi
duo com dgua destilada,ou desionizada, (150 ml) e com diclorome-
tano (150 ml). Filtrou-se o sélido obtido e recristalizou-se a
partir de um solvente apropriado obtendo-se uma l-amino-8-oxogua
nosina 7-substituida, completando-se o "passo 1" do procedimento

de sintese a dois passos normalmente usado.
Passo 2:

Dissolveu-se depois o produto do Passo 1 em HC1l concentra
do (p.e., 4,65 mmole em 15 ml de HC1l) ao qual se adicionou nitri
to de s&dio aquoso (p.e. 4,19 mmole em 5 ml de dgua) a zero gra-
us C seguindo-se agitagdo durante cerca de uma hora. O produto
desaminado resultante foi depois obtido por técnicas de cristali
zagdo convencionais, @ nfo ser onde se indique ter sido de outro

modo.

Descreve - se, seguidamente, a preparagdo de exemplos de com
postos especificos usando o método a dois passos anterior e ou-

tros métodos, bem como outras sinteses,

Exemplo 2: 7-carbetoximetil-8-oxoguanosina (22935)

Preparou-se o composto do titulo seguindo o procedimento
a dois passos do Exemplo 1, usando bromoacetato de etilo como
agente alguilante do passo 1, e foi obtido com um rendimento de
10 por cento, a partir do composto de l-amino correspondente, na
forma de um pb branco, ponto de fusdo 167-172°C. RMN (DMSO-d):
10,9 (bs, 1H); 6,5 (bs, 2H); 5,6 (4, J=5Hz, 1lH). IV (KBr): 1680,

1620, e 1420 cmT.

Analise calculada para o C14H19N508-l/2H2O:

c, 42,64; H, 5,11; N, 17,76.
Zncontrado: C, 42,44; 4, 4,71; N, 17,73.

Substituindo o bromoacetato de =stilo por 2-clorocacetamida
ou por 2-cloroacetamida substituida por um N-hidrocarbilo ou por

um N-alcanol, na reacg¢gdo anterior obtém-se a 7-carboxamidometil-

BAD ORIGINAL

L N Y
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-8-oxoguanosina correspondente (ou a amida substituida correspon
. » . 5.6 5 6
dente,cujo grupo carboxamido tem a formula CONR'R, onde R™ e R

sdo definidos como anteriormente),.

Similarmente, substituindo o bromoacetato de etilo por
um halo-éter adequado, tal como 2-bromoetilmetiléter ou 2-bromo-
etilfeniléter (beta-bromofenetole) obtém-se, respectivamente, os

derivados de 7-metoximetilo e de fenoxietilo correspondentes,

Exemplo 3: 7-carboximetil-8-oxoguanosina (23642)

Agitou-se uma mistura de 7—carbetoximetil-8—oxoguanosina
(1 g, 2,3 ﬁmole; Exemplo 2), metanol (5 ml) e NaOH 1i¥ (5 ml), &
tempefatura ambiente sob N2 durante 4 horas, Removeu-se a maior
parte do metanol in vdcuo, e agqueceu-se o resfduo com dgua (50
ml) ., Acidificou-se a solugdo com HC1l 1N, a zero graus C, até pH
5. Purificou-se o produto da reacgdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia preparativa de fase inversa, numa coluna C-18
(HPIC) obtendo-se o composto do t{tulo na forma de um pd branco,
com um rendimento de 31 por cento; ponto de fusdo superior a 23C¢
C. RMN (DMSO-d.):d 10,9 (bs, 1H); 6,5 (bs, 2H) 5,6 (d, J=5Hz, IH)

4,4 (bs, 2H)., IV (KBr): 1640, 1600 e 1460 cm 1.

Andlise encontrada para o C12H15N508:
c, 40,34; H, 4,23; N, 19,60
Encontrado: €, 35,71; H, 3,52; N, 17,37.

Exemplo 4: Di-hidrato do mono-hidrocloreto de 7-/ 3-(dime-

tilamino)propil /-8-oxo-guanosina (22943)

Seguindo o procedimento a dois passos do Exemplo 1, usan-
do hidrocloreto de cloreto de 3-N,N-dimetilaminopropilo como
agente alquilante, e carbonato de potéssiQ}como base, tratou-se o
produto desaminado com um equivalente de HC1 em 2-propanol, Recu
perou-se o composto do titulo com um rendimento de 40 por cento,
a partir do composto de l-amino na forma de um pb branco; ponto
de fusdo 180°C (decompde-se). RMN (DMSO—d6):§2,7 (s, 6H); 5,57
(d, J=5Hz, 1H); 6,91 (bs, 2H); 10,70 (bs, 1H); 11,31 (bs, 1H).

IV (KBr): 1670, 1625e 1590 cm L.
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Andlise calculada para o C15H24N606—HC1—2H20:
c, 39,43; H, 6,40; N, 18,40
£ncontrado: C, 39,31; H, 6,15; N, 18,07.

Exemplo 5: Mono-hidrato de mono-hidrocloreto de 7-/ 2-
—(piperidino)etil_/-8-oxoguanosina (23090)

Seguindo o pfocedimento do Exemplo 4 mas usando cloreto
de 2-piperidinocetilo como agente algquilante, obteve-se o compos-
to do tituleo, com um rendimento de 34 por cento,a partir do com-
posto de l-amino na forma de um pé amarelo claro; ponto de fusdo
157¢ec (decompBe-se), RMN (DMSO-d6):b 6,65 (bs, 2H); 9,97 (br, 1H):;

11,22 (bs, 1H). IV (KBr): 1700, 1670 e 1590 cm ‘.

Andlise calculada para o QUH26N606—HC1—H20:
c, 43,92; H, 6,29; N, 18,08
Encontrado: C, 43,99; H, 6,39; N, 17,93.

Exemplo 6: 8-(2-propenilmercapro)guanosina (22300)

Adicionou-se brometo de alilo (8 g, 63,5 mmole) a uma mis
tura de 8-tioxoguanosina (8MGuo; 20 g, 63,5 mmole) e de carbona-
to de potdssio (10 g, 72 mmole) em dimetilformamida (DMF) (300
ml), e agqueceu-se a mistura resultante com agitagdo, a uma tempe

ratura de 45°C, durante 90 minutos,

Arrefeceu-se depois a mistura,atéd 3 temperatura ambiente,
e adicionou-se a uma solugdo de éter etilico (1,4 1) e dcido acé
tico (5 ml). Filtrou-se o sélido resultante e lavou-se, com &dgua
(250 ml), acetona (200 ml) e depois com éter etilico, e secou-se
depeois numa estufa a 609C, obtendo-se o tioéter do titulo (14,7 g,
67 por cento de rendimento) na forma de um pé branco; ponto de
fusdo 225°C (decompBe-se). RMN (DMSO-d.): &$5,70-5,91 (m, 2H); 6,3

(bs, 2H). IV (KBr): 170C, 1640 e 1610 cm .

Andlise calculada para o C13H4N50:S:
c, 43,93; H, 4,82; N, 19,71

Encontrada: C, 44,10; H, 4,82; N, 19,69.
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Exemplo 7: 8-(2-butenilmercapto)guanosina (22435)

Seguindo o procedimento anterior para a preparagdo da 8-
—(2-propenilmercapto)guanosina (Exemplo 6), mas substituindo o
brometo de alilo por cloreto de 2-butenilo, obteve-se o compos-
to do titulo, com um rendimento de 48 por cento, na forma de um
pb branco; ponto de fusdo 210°C (decomp&e-se). RMN (DMSO—ds):cﬁ
6,3 (bs, 2H); 5,6 (d, J=5Hz, 1H); 1,6 (d, J=6Hz, 3H); IV (KBr):

1690, 1630, 1600, 1510 e 1365 cm T.

Anélise calculada para o CI4H19N5058:
c, 45,52; H, 5,18; N, 18,96
Encontrade: C, 45,38; H, 5,32; N, 18,79,

Exemplo 8: 8-(Cinamilmercapto)guanosina (22359)

Sequindo o procedimento para a preparagdo da 8-(2-propenil
mercapto)guanosina (Exemplo 6))mas substituindo o brometo de ali-
lo por brometo de cinamilo, obteve-se o composto do titulo, com
um rendimento de 33 por cento, na forma de um pd esbranquicado;
ponto de fus8o 1722C (decomp8e-se). RMN (DMSO-d6):é\f,25 (br,
5H); 6,7-6,2 (m, 4H); 5,7 (4, J=5Hz, 1H), IV (KBr): 1690, 1640

e 1600 cm"l.

Andlise calculada para o C19H21NSOSS:

c, 52,89; H, 2,91; N, 16,23
Encontrado: C, 53,26; H, 4,90; N, 16,08,

Exemplo 9: l-Amino-7-(2,3-epoxipropil)-8-oxoguanosina

Seguindo o procedimento geral do passo 1 do Exemplo 1,
usando epibromo-hidrina como agente algquilante, obteve-se o com-
posto do tftulo na forma de um produto em bruto. N8o se tentou

qualquer purificagdo.

Exemplo 10: Hemi-hidrato de 7-/ 2-hidroxi-3-(feniltio)-

propil /-8-oxoguanosina (24331)

Aqueceu-se uma mistura do produto em bruto do Exemplo 9
(3 g, 5,4 mmole) e de tiofenol (5 g, 45,4 mmole) em DMF (150 ml)

a uma temperatura de banho de 80°C durante 4 horas, Apds arrefeci
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mento, remog¢do ig»vécuo da maior parte do solvente, dissolugfo
do residuo em dgua e purificacao por HPLC preparativa de fase
inversa (C-18), obteve-se o derivado de l-amino do composto do
titulo na forma de um pd esbranguicado, com um rendimento de 52
por cento; ponto de fusdo 135-137°C. RMN (DMSO—d6):8‘7,3 (m,
5sH); 7,15 (bs, 2H); 5,6 (4, J=5Hz, 1H); 5,35 (s, 2H). IV (KBr)

1700 e 1580 em™ L.

Seguindo o procedimento de desaminagdo do passeo 2 do Exem
plo 1, usando o derivado de l-amino anteriormente preparado,
obteve-se o composto do titulo, com um rendimento de 45 por cen-
to, na forma de um sbélido castanho, ponto de fusdo 180-182°C,
RMN (DMSO-dg):d 7,3 (bs, SH); 5,6 (bs, 2H); 5,7 (d, J=SHz, 1H).

IV (KBr): 1690, 1635, 1600 e 1100 cm™ L,

Andlise calculada para o C N O7S-1/2H20:

19H23 5
c, 48,09; H, 5,10; N, 14,76
Encontrado: C, 48,16; H, 5,11; N, 15,04.

Exemplo 11l: Mono-hidrato do mono-hidrocloreto de 7-/ 3-

-(3,4-dimetoxifenetilamino)-2-hidroxi_/propil-

~-8-oxoguanosina (24364)

A l-amino-7-/_3-(3,4-dimetoxifenetilamino)-2-hidroxipro-
pil /-8-oxoguanosina (2433C) foi preparada de um modo andlogo ao
derivado de l-amino do Zxemplo 10, substituindo o tiofenol por 3,4
~dimetoxifenetilamina., Este derivado de l-amino foi preparado com
um rendimento de 40 por cento na forma de um pd esbranquicado;
ponto de fusdo 156-158°C. RMN (DMSO-d,): & 7,0 (bs, 3H); 6,9-6,4
(m, 3H); 5,3 (s, 2H); 3,7 (s, 6H)., IV (KBr): 1670, 1615 e 1580

-1
cm T,

Seguindo o procedimento de desaminagdo do passo 2 do Exem
plo 1 (e do Exemplo 10), usando o derivado de l-amino anteriormen
te preparado, obteve-se o composto do titulo na forma de um pd
castanho claro com um rendimento de 55 por cento, ponto de fusfo
163-1702C (decompBe-se). RMN (Dmso-ds):a 8,9 (br, 1H); 6,8 (M,
SH); 5,6 (d, J=5Hz, 1H); 5,59 e 5,62 (ambos s, 3H cada). IV (KBr):

1680, 1640, 1600 e 1030 cm L.
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Andlise calculada para o C23H32N609—HC1-H2O:
c, 46,74; H, 5,97; N, 14,22
Encontrado: C, 46,85; H, 6,01; N, 14,25.

Exemplo 12: Mono-hidrato de 7-(3-azido-2-hidroxipropil)-

-8—axoguanosina (24670)

Seguindo o procedimento dos Exemplos 10 e 11, preparou-
-se a l-amino-7-(3-azido-2-hidroxipropil)-8-oxoguanosina
(24332) fazendo reagir o epdxido em bruto do Exemplo 9 com azi-
da de sbédio. Esse derivado de l-amino foi preparado, com um ren
dimento de 35 por cento, na forma de cristais brancos; ponto de
fus&o 180-182°C (decomp8e-se). RMN (Dmso-d6):é‘7,1 (bs, 2H);

5,6 (d, J=5Hz, 1H). IV (KBr): 2140, 1690 e 1550 cm-l.

Obteve-se o composto do titulo,apds os procedimentos da
reacgdo de desaminagdo do passo 2 do Exemplo 1 (e dos Exemplos 10
e 11), usando o derivado de l-amino que se descreveu imediatamen-
te antes (24332). O composto do titulo era um pd esbranquigado,
obtido com um rendimento de 30%, ponto de fusdo 138-I41°C (decom
p8e-se) ., (DMSO—d6):5\6,4 (bs, 2H); 5,6 (4, J=S5Hz, 1H). IV (KBr):

3600-3000, 2110, 1690 e 1660 cm"l.

137 1gNg07H,0:

c, 37,50; H, 4,84; N, 26,91

Andlise calculada para o C

Encontrado: C, 38,06; H, 4,79; N, 26,67,

Exemplo 13: Mono-hidrato de 7-(2,3-di-hidroxipropil)-8-

-oxoguanosina (24292)

Seguindo os procedimentos dos Exemplos 10-12, preparou-se
a l-amino-7-(2,3-di-hidroxipropil)-8-oxoguanosina (24457), fazen-
do reagir o epbxido em bruto do Exemplo 9 com dgua. Esse deriva-
do de l-amino foi obtido na forma de um pd esbranguicado com um
rendimento de 55 por cento, ponto de fusdo 210-212°C (decomp8e-
_se) . RMN (Dmso-d6)=£‘6,9 (bs, 2H); 5,55 (d, J=4,5Hz, 1H). 5,3

(bs, 2H). IV (KBr): 1700, 1670 e 1600 cm T,

0 composto do tftulo foi obtido, apds os procedimentos da

reacgdo de desaminacgdo do passo 2 do Exemplo 1 (e dos Exemplo 1l0-
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-12), usando o derivado de l-amino que se descreveu imediatamen-
te antes (24457), O composto do titulo foi obtido na forma de
um pd branco com um rendimento global de 35 por cento, ponto de
fus§o 195-196°C. RMN (DMSO-d.):d 10,7 (bs, 1H); 6,5 (bs, 2H);

5,6 (d, J=5Hz, 1H). IV (KBr): 1680, 1640 e 1660 cm L.

13H1gN50gH, 0+

¢, 39,90; H, 5,41; N, 17,90

Andlise calculada para o C

Encontrado: C, 39,67; H, 5,32; N, 17,52.

Exemplo 1l4: Hemi-hidrato de 7-/ 3-/ 4-(4-fluorofenil)pi-
l perazinil_/-2-hidroxipropil_/-8-oxoguanosina
(24455)

O composto do titulo foi preparado seguindo os procedimen
tos dos Exemplos 10-13 fazendo reagir a 4-(4-fluorofenil)pipera-
zina com o epéxido em bruto do Exemplo 9, seguido de desaminag¢do
do derivado de l-amino substituido na posig8o 7 com hidrocarbilo
substituido com heterodtomo, resultante,tal como se discute nos
Exemplos 10-13, O composto do t{tulo foi obtido na forma de um
pbé branco com um rendimento global de 25 por cento, ponto de fu-
s§o 178-181°C. RMN (Dmso-ds):$‘6,8-7,1 (m, 4H); 6,3 (bs, 2H):
5,2 (d, J=SHz, 1H). IV (KBr): 1690, 1600 e 1390 cm T,

Andlise calculada para o C FN7O7-1/2H20:

2330
c, 50,73; H, 5,74; N, 18,00

Encontrada: C, 50,94; H, 5,76; N, 17,74.

Exemplo 15: 7-/ 2-(4-clorofenil)-2-oxoetil 7-8-oxoguano-
sina (23880)

Seguindo o procedimento a dois passos do Exemplo 1, usan-
do 2-bromo-4'-cloroacetofenona, como agente alguilante, obteve-se
o composto do titulo, com um rendimento global de 35 por cento,
na forma de um pb castanho claro, ponto de fusdo superior a 230°
C. RMN (Dmso-ds):é\lo,7 (bs, 1H), 8,1 (d, J=lOHz, 2H), 7,7 (4,
J=1CHz, 2H), 6,5 (bs, 2H), 5,6 (4, J=5Hz, 1H), 5,3 (S, 2H). IV

(kBr): 1700, 1680 e 1630 cm’l.
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Andlise calculada para o C18Hl§:l NgO,:
c, 47,85; H, 4,02; N, 15,50
Encontrada: ¢, 47,32; H, 3,98; N, 15,40.

Exemplo 16: 7-(4-nitrobenzil)-8-oxoguanosina (23756)

Seguindo o procedimento a dois passos do Exemplo 1, usan
do brometo de 4-nitrobenzilo,como agente alquilante, obteve-se o
composto do titulo, com um rendimento global de 10%, na forma de
um pbé amarelo, ponto de fus8o superior a 230°2C, RMN (DMSO-dz):d\
10,8 (bs, 1H); 8,3 (4, J=10Hz, 2H), 7,6 (4, J=10OHz, 2H), 6,5
(bs, 2H), 5,6 (4, J=5Hz, IH). IV (KBr): 168C, 1640, 1600 e 1520

-1
cm

Andlise calculada para o C17H18N608—1/2H20:
c, 46,11; H, 4,32; N, 18,98
Encontrado: C, 46,48; H, 4,04; N, 18,72,

Exemplo 17: 7-(4-Metoxibenzil)-B8-oxoguanosina (23756)

Seguindo o procedimento a dois passos do Exeméio 1 usando
cloreto de 4-metoxibenzilo,como agente alquilante, obteve-se o
composto do titulo, com um rendimento global de 7%, na forma de
um pb castanho claro, ponto de fusio superior a 230°C. RMN
(DMSC-d ) = & 10,8 (bs, 1H), 7,2 (d, J=1CHz), 2H), 6,8 (d. J=1CHz,
2H), 6,4 (bs, 2H), 5,5 (4, J=5Hz, 1H), 3,7 (S, 3H). IV (KBr):

1670, 1600, 1510, 1450 e 1250 cm‘l.

18H27NBO7_1/2 H20:

c, 50,47; H, 5,18; N, 16,35

Andlise calculada para o C

Encontrado: C, 50,85; H, 5,12; N, 16,20,

Exemplo 18: 7-(2-Cloroetil)-8-oxoguanosina (24599)

O composto do titulo foi obtido seguindo o procedimento
geral a dois passos do Exemplo 1, usando brometo de cloroetilo,
como agente alquilante, com um rendimento de 27 por cento, na for
ma de um pd esbranquicado, ponto de fusfo 192°C (decomp8e-se).
RMN (DMSO—d6): Sh 9,8 (br, 1H); 6,9 (bs, 2H); 5,8 (4, J=5Hz, 1H).
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IV (KBr): 1680 e 1640,
Andlise calculada para o C12H16C1N506-3/2H20:
c, 37,07; H, 4,93; N, 18,02
Encontrade: C, 36,65; H, 4,67; N, 18,18.

Exemplo 19: Derivados de 8-selenoxoguanosina substituidos

na posic8o 7 com hidrocarbilo substitufdo com

heterodtomos

Cs derivados de 8-selenoguanosina, substituidos na posi-
¢80 7 com hidrocarbilo substituido com heterodtomos, s&o prepara
dos\a partir dos derivados de 8-~tioxo, substitufdos na posigf8o 7
com hidrocarbilo substitufdo com heterodtomos, correspondentes,
adequadamente protegidos, cujas preparag¢des se descreveram ante-
riormente, Assim, faz-se reagir a 8-tioxoguanosina, substituida
na posig8o 7 com hidrocarbilo substituido com heterodtomos, com
um agente S-alquilante,tal como iodeto de metilo, num solvente,
tal como DMSO. Faz-se depois reagir o produto S-alquilado, assim
obtidoscom seleneto de sédio para formar o derivado de 8-selenoxo
substituido na posig8o 7 com hidrocarbilo substituido com heterod
tomos. O produto desejado pode depois ser obtido a partir da mis

tura reaccional por HPIC de fase inversa,

Exemplo 20: 7-(2-alil)-8-tioxoguanosina (22444)

O composto do titulo foi preparado a partir da 8-(2-pro-
penilmercapto)guanosina (22300; Exemplo 6) usando um procedimen

to de rearranjo.

Adicionou-~se bistrimetilsililacetamida (72 g, 354,7 mM)
a uma suspensdo de 8-(2-propenilmercapto)guanosina (20 g, 56,3
mM), como material de partida, em clorofdérmio (500 ml) e aqueceu
-se a mistura resultante ao refluxo durante 16 horas scob N2.
Apds arrefecimento, a maior parte do solvente foi removido in

14
vacuo, e aqueceu-se o residuo a 40°C sob vdcuo durante 6 horas.,

Misturou-se o residuo oleoso com tetra-hidrofurano (5CC
ml), PdCl2 (10,3g, 58,3 mM) e benzonitrilo (12,1 g, 117 mM) e

agqueceu-se a8 mistura resultante ao refluxo sob N2 durante 3 horas.
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Arrefeceu-se depois essa mistura até & temperatura ambiente,
misturou-se tambédm com piridina (25 ml) e agitou-se de um dia
para o outro (cerca de 16 horas), Filtrou-se a mistura através

de silica gel e lavou-se com diclorometano (2x300 ml). Concentrou
-se o filtrado combinado in vacuo, e misturou-se o resfduo com
uma mistura de dgua, metanol e dcido acédtico (500 ml; 10:10:1) e

agitou-se durante um periodo adicional de cerca de 16 horas.

Removeu-se, in vécuo,a maior parte dos solventes adiciona
dos, dissolveu-se o residuoc em DMF (1 litro), e depois tratou-se
com carvdo activado. Filtrou-se a suspensfo obtida, através de um
leito de celite, e concentrou-se o filtrado in vdcuo. Tratou-se o
res{duo com metanol e filtrou-se o sdélido resultante, lavou-se
com acetona, e secou-se numa estufa a 602C obtendo-se a 7-alil-
-8-tioxoguanosina (8,5 g, 42,5 por cento de rendimento) na forma
de um pd esbranquicado, ponto de fusdo superior a 230°C., RMN
(DMSO-d,) 9" 5,90 (m, 1H); 6,32 (4, J=SHz, 1H); 6,56 (bs, 2H);

10,60 (bs, 1H). IV (KBr): 1700, 1635, 1605 e 1450 cm’l.

Andlise calculada para o C N.O.S:

137178505
c, 43,93; H, 4,82; N, 19,71
Encontrado: C, 43,96; H, 4,87; N, 19,62,

Exemplo 21: Derivados de 8-ciano-imino-guanosina substituf-

dos na posic8o 7 com hidrocarbilo substituido

com heterodtomos

Para estes derivados usam-sg¢ como materiais de partidg os
derivados de 8-tioxoguanosina, substituidos na posicdo 7 com hi-
drocarbilo substituido com heterodtomos, correspondentes. Numa
preparacdo tipica, adiciona-se iodeto de metilo (42 mmole) a 28
mmole da tioxoguanosina de partida dissolvida em dimetilsulfdéxi
do (DMSO)., A adigf8o realiza-se & temperatura ambiente sob azoto.
Agita-se a mistura resultante, durante cerca de trés horas e de-
pois arrefece-se até cerca de zero graus C. Adiciona-se cianami-
da (cerca de 57 mmole), e depois hidreto de sbédio (dispersdo de

bleo a 60%; S mmole). Deixa-se a mistura reaccional agquecer até
& temperatura ambiente e agita-se durante cerca de uma hora, Adi

ciona-se depois a mistura reaccional a cerca de 1,5 litros de
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dter etilico e agita-se durante cerca de 10 minutos. Decanta-
-se a fase de 4ter, extracta-se o residuo com mais 1,5 litros
de éter etilico contendo adicionalmente cerca de 50 ml de dcido
acdtico. Decanta-se de novo a fase de éter e dissolve-se o resi
duo em dgua (cerca de 500 ml). A partir da fase aquosa, purifica

-se o resfduo por HPIC de fase inversa (C-18),

Exemplo 22: Derivados de alguilidenodioxilo de cadeia cur-

ta

Como exemplo da sintese de um derivado de @lquilidenodioxi
lo de cadeia curta de um dos compostos anteriormente descritos,

usa-se a sintese seguinte de um derivado de isopropilideno,

Agita-se uma mistura de 8-oxoguanosina, substituida na po
sigdo 7 com hidrocarbilo substitufdo com heterodtomos (17 mmole),
2,2-dimetoxipropano (41 mmole), acetona (200 ml) e &dcido sulfidri
co concentrado (10 gotas), sob Nz,a temperatura ambiente, duran-
te um periodo de 52 horas,., Arrefece-se a mistura até zero graus
C e trata-se com hidréxido de aménio concentrado (5 ml). Remove-
-se a maior parte do liguidq in vacuo, e filtra-se o sélido resul
tante. Lava-se o sblido filtrado com dgua, acetona e depois com
dter etilico, seguindo-se uma secagem numa estufa de vdcuo a 60
graus C por forma a obter-se o derivado dese jado. Para os deriva
dos 8-tioxo, 8-selenoxo e 8-ciano-imino, seguem-se procedimentos

similares.

Exemplo 23: 8-oxo-2',3'-0O-isopropilideno-5'-benzoilguano-

sina substituida na posicdo 7 com hidrocarbi-

lo substituido com heterodtomos

Agita-se uma mistura contendo um derivado de isopropilide
no, como se descreveu no Exemplo 22 (3 mmole), trietilamina (3
ml), cloreto de benzoilo (3 mmole) e diclorometano (100 ml), a
temperatura ambiente durante um periodo de 16 horas, Adiciona-se
depois a mistura a dgua, separa-se a fase de diclorometano, e ex

tracta-se a fase aquosa com mais diclorometano (2x150 ml).

Combinam-se as fases de diclorometano, secam-se com NaSO4,

N { . .
e remove-se o solvente in vacuo, Purifica-se o residuo por croma
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tografia em coluna de silica gel.

Os derivados de 5'-acetilo sdo preparados substituindo
o cloreto de benzoilo por anidrido acético. 0Os derivados de 8-tio

i
X0, 8-selenoxo e 8-cianimino sdo preparados de um modo similar.

Exemplo 24: 8-tioxo-2',3',5'-triacetilguanosina substitui-

da na posicdo 7 com hidrocarbilo substituido

com heterodtomos

Esta preparacgdo € um exemplo dos procedimentos de acila-

¢do para o anel de ribosilo.

Adiciona-se 4-N,N-dimetilaminopiridina (10 mg) a uma mis-
tura de 8-tioxoguanosina,substituida na posigcdo 7 com hidrocarbi
lo substituido com hetercdtomos, (3 mmole), trietilamina (2 ml),
anidrido acético (15 mmole; alternativamente podem usar-se clore
tos de acilo de cadeia curta ou cloreto de benzoilo) e diclorome

tano (50 ml),., Agita-se a mistura reaccional resultante sob N_. du

2
rante 16 horas a temperatura ambiente.

Adiciona-se depois mais diclorometano (50 ml) e lava-se
a solugd@o com HC1l 1N, com salmoura e, depois, com dgua. Depois

. Ve
seca-se a solugde com Na, S0 Remove-se o solvente in vacuo e pu

274"
rifica-se o residuo, por cromatografia em coluna de silica gel,

Para preparar os derivados de 8-oxo, 8-selenoxo e 8-ciani

mino utilizam-se procedimentos similares.

E. Exemplos de ComposicOes para administracao

Descrevem-se seguidamente exemplos de composigdes sélidas
e liguidas, adequadas para administrar os compostos do presente
inventeo, usando, como exemplos de ingredientes activos, cinco

dos derivados de guanina-nucledsido mais preferidos.

Comprimidos

Os comprimidos sdo preparados a partir dos ingredientes

Seguintes:
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Partes em peso

7-(2-cloroetil)-8-oxoguanosina 2,5
Lactose em pd 36,4
Amido de milho, anidro 34,5
SiO2 finamente dividida 5,6
Polivinilpirrolidona 0,6
Estearato de magnésio 0,4

80,0

Mistura-se exaustivamente o derivado de guanosina com a
lactose, 25,0 partes em peso do amido de milho e 4,0 partes de
Sioz. A mistura resultante € depois humidificada uniformemente
com uma@8 solugdo etandlica a 5% de polivinilpirrolidona. Faz-se de
pois passar a mistura molhada através de um peneiro com malha de
um milimetro, para produzir um granulado. Seca-se o granulado, du
rante cerca de 24 horas,a 60°C, numa cdmara de secagem. Faz-se pas
sar o granulado seco de novo através de um peneiro. com malha de
1 milimetro. Misturam-se 700 partes do granulado assim obtido,
num misturador adequado, com uma mistura consistindo na restante
Sioz' no restante amido de milho e no total de estearato de magné
sio, mistura esta gque tinha sido passada, previamente, através
de um peneiro com malha de um milimetro., Prensa-se entdo a mistu
ra assim obtidq na forma de comprimidos pesando, cada um, 8CO mili

gramas e contendo 25 miligramas da guanosina.

Ccdpsulas de amido

C conteddo das cdpsulas é preparado a partir dos ingredien

tes seguintes:

Partes em peso

7-(carbetoximetil) -8-oxoguanosina 1c,0
Lactose 450,0
Amido de milho 540,0

10co0,0
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Mistura-se, gradualmente o derivado de guanosina com a la
ctose. Quando jd se misturou toda a lactose mistura-se a mistura
obtida com amido de milho. Usa-se depois a mistura resultante pa
ra encher cdpsulas contendo 10 gramas da mistura, Cada cdpsula

contem 1,0 miligrama do derivado de guanosina,

Comprimidos

Prepara-se um lote de 10,000 comprimidos, contendo, cada
um, 50 miligramas de 7-(4-nitrobenzil)-8-oxoguanosing & partir dos

tipos e guantidades de ingredientes seguintes:

7-(4-nitrobenzil) -8-oxoguanosina 500 gramas
Fosfato de dicdlcio 10C0 gramas
Metilcelulose, U.S.P. (15 cps) 75 gramas
Talco 150 gramas
Amido de milho 250 gramas
Estearato de magnésio 25 gramas

2000 gramas

Misturam-se bem o derivado de guanosina e o fosfato de
dicdlcio, granulam-se com uma soluc¢8o a 7,5 de metilcelulose em
dgua, faz-se passar através de um peneiro n? 8 (U.S. Standard
Sieve Series) e seca-se cuidadosamente., Fazem-se passar os gréng
los secos através de um peneiro n?, 12 (U.S. Std, Sieve Series),
misturam-se com o talco, o amido e o estearato de magnésio e pen

sa-se em comprimidos.

Composicdo injectdvel

Prepara-se uma composicdo estéril, adequada para injeccgdo
subcuténea ou intracavitdria e contendo 50 miligramas de 7-carbo
xamidometil-8-oxoguanosina em cada mililitro de ingredientes, a

partir dos tipos e quantidades de ingredientes seguintes:

7-Carboxamidometil-8-oxoguanosina 5 gramas
Solugdo salina fisioldgica 98 mililitros
Jleo de sésamo 2 mililitros

BAD ORIGINAL
-
e
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Misturam-se o derivado de guanosina e a solugf8o salina e
sonica-se a mistura durante um periodo de tempo suficiente para
se obter uma suspens8o substancialmente homogénea. Mistura-se
depois o Sleo de sésamo e homogeneiza-se similarmente a nova mis
tura por forma a obter-se uma emulsfo. Apds a emulsionacgdo, inje-
ctam-se cinco a quinze por cento do volume final desta prepara-
¢80 estéril, subcutdnea ou intraperitonealmente, uma vez por se-

mana, para melhorar a imunidade humoral.

Composicdo agquosa para uso oral

Prepara-se uma composig8o aquosa para uso oral contendo
cada 5 mililitros (1 colher de chd), 25 miligramas de 7-(4-metoxi

benzil)~-8~oxoguanosina, a partir dos ingredientes seguintes:

7-(4-metoxibenzil) -8-oxoguanosina 5,0 gramas
Metilparabeno, U,S.P. 0,75 gramas
Propilparabeno, U,.5.P. C,25 gramas
Sacarina de sd&dio 1,25 gramas
Ciclamato de sédio 0,25 gramas
Glicerina 300 mililitros
PS de tragacanto 1,0 gramas
Sabor de &6leo de laranja 1,0 gramas
Corante de laranja F.P., e C. 0,75 gramas
Agua desionizada, q,.,s. para 1000 mililitros

C. Métodos

Culturas de linfécitos

Prepara-se o meio de cultura contendo soro, para conter
em 100 mililitros o seguinte: 91,9 mililitros de RPMT164C (Flow
Laboratories, Inc., Rockville, MD, E,U.A,), 0,1 mililitros de
10Cxglutamina, 1,0 mililitro de 1OOxpiruvato de sdédio, 1,C milili
tro de 50xaminodcidos ndo essenciais, 1,0 mililitro de 4gua con-
tendo lO4 unidades de penicilina G e lO4 microgramas de estrepto

micina e 5,C mililitros de um lote suportante ou de soro fetal

-’y

{
e OiiGINAL

e
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de vitelo (FCS). Misturam-se estes ingredientes até se ter uma
homogeneicidade sparente. Preparam-s2 suspensdes de cdlulas de
bago e populag¢des enriquecidas com cdlulas B esplénicas tal como

se descreve em Goodman et al,, J. Immunol,, 121:1905 (1978).

Para avaliar a imuno-resposta humoral primdria aos eritro
citos de ovino (SRBC), cultivam-se 5x10° a lo7 células de bacgo
murinos em 10 mililitro de meio contendo 5% de FCS durante 4 ou
5 dias na presenga do imunogénio. Incubam-se as cdlulas em placas
de cultura (Costar, Cambridge, MA, E.U.A.) a 37eC, numa atmosfera
humidif icada de 10% de CO2

cidos (CBS Scientific, Del Mar, CA) que s8o agitadas a uma fre-—

em ar, usando caixas de cultura de te-

quéncia de 7 ciclos por minuto. Os SRBC em fase liquida estZo dis

poniveis na Colorado Serum Co., Denver Co., E.U.A.

Preparam-se linfécitos de sangue humano periférico (PBL)
a8 partir de sangue venoso heparinizado, por centrifugagdo en gra
diente de densidade de Ficoll-diatrizoato. CsPBL sdo desprovidos
de células T supressoras contendo o receptor de histamina do ti-
po 2, fazendo-os aderir &s superficies de caixas de petri,de pléi
tico,revestidas com albumina de soro de coelho-histamina (Cell
ect n?2 Kit; Seragen, Boston, MA, E.U.A.) e recuperando as célu-
las ndo aderentes por lavagem tal como se2 descreve em Wysocki e
Sato, Proc,., Natl, Acad. Sci., USA 75:2844 (1978) e tal como foi

modificado por Cavagnaro e Osband, Biotechnigques, Janeiro/Feverei
ro:30 (1983).

O meio de cultura de tecidos utilizado nestes estudos & pre
parado como se segue: cem mililitros (ml) contém 87,9 ml de RPMT
1640 (Elow Laboratories, Rockville, MD, E.U.A.), C,1 ml de 10C x
X glutamina, 1,0 ml de Tampdo HEPES 1,0 M (Microbiological Asso-
ciates, Betheseda, MD, T.U.A.), 1,0 ml d= dgua contendo lO4 U de
penicilina G e lO4 microgramas de estreptomicina, e 10 ml de
plasma desactivado por calog autdlogq,fresco. Para avaliacdo da
imuno-resposta humoral primdria ao SREC, cultivam-se cdlulas lin-
fédides com uma densidade de 2xlo6/ml num volume de 1,0 ml conten-
do Sx106 SRBC como antigénio (Colorado Serum Co., Denver, Co.,

E.U.A.) conjuntamente com IL-2 (uma preparagdo parcialmente puri-

Ehu)ORKNNAL
S »

-
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ficada de IL-2 humana, que estd isenta de actividade de interfe
rfs-gama, que foi obtida na Electro-Nucleonics, Inc., Silver

spring, MD, E.U,A.) e com o derivado de guanina-nucledsido.

Teste de células formando placas (PFC)

Determinaram-se as PFC segregando anticorpos contra o
SRBC, apds 4 ou 5 dias de cultura,usando uma modificagdo do en-

saio de placa hemolitica de Jerne e Nordin, Science 140:405

(1963). Cultivam-se as células em meio completo antes da forma-
¢8o das placas; estas s8o colocadas em placas de agarose padrdo
de baixo Mr (Bio-Rad Laboratories, Richmond CA, E,U.A.), incu-

bam-se em complemento de cobaia absorvido - SRBC durante uma hp

ra apbds 1,5 horas de incubagdo sem complemento.

Actividade de substituic8o de células T

Cultivam-se leo6 células B vidveis de ratinho CBA/CadJ.
Estas cdlulas sSo geradas tratando sequencialmente células de
bago primeiro, com complemento que fixa os anticorpos monoclonais
dirigidos contra os antigénios thy 1.2 das células T,e ,em segundo
lugar, com complemento para lisar quaisquer células T presentes
(New England Nuclear, Boston, MA, E.U.A.). Cultivam-se depois
as células assim tratadas, com ou sem O,1 ml de SRBC a 0,1 por
cento (v/v) como imunogénio, em meio contendo soro e contendo
também quantidades incrementais de um derivado de guanosina numa
quantidade compreendida entre O e lO_4 molar, Os PFC directos con

tra o SRBC sdo determinados 4 dias depois,

Ratinhos Os ratinhos CBA/CaJ, 8-16 semanas de idade, sdo adqui-
ridos no Jackson Laboratory, Rar Harbor, ME, E.U.A. Um ndcleo de
criagdo de ratinhos CBA/N é fornecido pela Animal Production Sec
tion, Naticnal Institutes of Healter, Bethesda, MDD, E.U.A., Todos
os ratinhos s8o mantidos com pelotas Wayne Lab Blox F6 (Allied

Mills, Inc., Chicago, IL, E.U.,A.) e com dgua clorada, acidificada

com HCl a um valor de pH de 3,0,

Preparacdes de celulas As suspensdes de células de baco e do

timos s8o preparadas como se descreve em Goodman et al,, J, Im-

munol., 121:1905 (1978). As populacdes, enriquecidas com células
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B/s§o preparadas tratando 108 células de bago com uma diluigdo
1:1000 de anticorpo monoclonal anti-thy 1.2 (New England Nuclear,
Boston, MA, E.U,A.) durante 30 minutos a 49, Centrifugam-se as
células tratadés a 28C xg,durante 10 minutos, removem-se os anti
corpos e ressuspendem-se as células numa diluig¢8o 1:6 de comple-
mento de cobaia absorvido -~ RBC de CBA, a 372C durante 45 minu-
tos. Lavam-se ent8o as células e cultivam-se como anteriormente

se descreveu,.

Injeches Os ratinhos s8o injectados i.pe., Ccom uma solugdo con-
tendo 50 g de TNP-BSA, Nos cerca de 30 minutos seguintes & in-
jecgdo de imunizagdo, dois grupos de seis ratinhos ,cada um rece-
bem também injecgdes de 0,2 ml i.p. de uma guanosina da invengdo
em Sleo de sésamo a 100 por cento, ou em 2 por cento (v/v) de
bleo de sésamo sonicado em solug8o salina normal, estando a gua-
nosina presente numa concentragdo de 5 mg/ml, Um terceiro grupo
de seis ratinhos recebeu a imunizag8o mas ndo recebeu derivado de
guanosina., Os titulos de anticorpos anti-TNP-BSA s8o depois deter

minados usando técnicas padrdo.

O presente invento foi descrito em relacfo as suas concre
tizagOes preferidas. Serd evidente para os peritos na arte que
se podem fazer modificagdes e/ou variaglOes da matéria que se des

creveu sem Se alterar o espirito da invencdo aqui definido,
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REIVINDICACGCOES

1 - Processo de prepara¢do de um derivado de guanina-nu-

cledsido substituido que corresponde & férmula:

0 r1
1Y
L
NH X NN
rR*ocH, 0O
H H H

R R’

H

onde
X é 0, S, Se ou NCN;

Rl ¢ um radical hidrocarbilo substituido por heterodtomo,
possuindo um comprimento superior ao de um grupo etilo e inferior
ao de um grupo decilo, e que estd livre de carga iéni;a aos valo
res de pH fisioldégicos:

2 3 . , . . . .
R e R sdo radicais iguais ou diferentes seleccionados

4o grupo consistindo em hidrogénio, hidroxilo, alcanoiloxilo infe
. 3 . : . —
rior e benzoxilo, ou R2 e R constituem juntos um radical alguili

deno-dioxilo inferior:

4 . . :
R ¢é um radical seleccionado do grupo consistindo em hidro
génio, alcanoflo inferior e benzoilo; e
dos seus sais de adig8o de base, nfo tdéxicos, farmaceuticamente

aceitdveis, caracterizado por compreender oS passos de

a) se reagir l-amino-8-oxoguanosina com um agente de alqui
lag8o que € um composto hidrocarbilo substituido por heterodtomo
possuindo um comprimento superior ao de um grupo etilo e inferior
ao de um grupo decilo e gque estd livre de carga idnica a valores

de pH fisioldgicos para formar um produto l-amino-7-substituido-
-8-oxoguanosina;
b) isolar o produto do passo a)

c) dissolver o referido produto isolado do passo b) em HC1
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concentrado para formar uma solugdo;

d) misturar a referida solugdo do passo c) com nitrito
de sbédio agquoso e mantendo a mistura resultante durante um perig
do de tempo suficiente para desaminar o grupo l-amino da referi-

da l-amino-7-substituida-8-oxoguanosina; e

e) isolar o produto 7-substituido-8-oxoguanosina resultan

te;
ou

a') reagir 8-tioxoguanosina com um agente de alquilacgdo

que € um composto hidrocarbilo substituido por um heterodtomo pos

suindo um comprimento superior ao de um grupo etilo e inferior ao
de um grupo decilo e que estd livre de carga iénica a valores de
pH fisiolbdgicos para formar uma hidrocarbil-8-tioxoguanosina subs

titufda em 7 por heterodtomo; e

b') se isolar o produto hidrocarbil-8-tioxoguanosina subs-

tituida em 7 por heterodtomo, resultante;
ou

a'') se reagir o produto isolado do passo b') com um agen-
te de S-alquilagdo para formar um produto S-alquilado;

b'') isolar o referido produto S-alquilado;

c'') reagir o referido produto S-alquilado com seleneto
de sédio para formar um produto hidrocarbil-8-selenoxoguanosina

substituido em 7 por heterodtomo; e
d'') se isolar o referido produto do passo c'');
ou

a''') se reagir o produto isolado do passo b'') com ciana
mida e com hidreto de sddio para formar um produto hidrocarbil-

-8-cianiminoguanosina substituida em 7 por heterodtomo:
e
b*''') se isolar o referido produto do passo a''');

ou
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a'*'') se reagir gqualquer dos produtos isclados nos pas-
sos e), b'), 4d'') ou b*''') com um composto algquilidenodioxilo

inferior, com um composto acilo inferior ou benzoilo para formar

4 . . L.
um produto no qual R2, R3 e R sd8o como acima definidos; e

b'''') se isolar o produto do passo arrry),

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza
do por o agente de alguilagdo do passo a) ser epibromo-hidrina,
o referido produto, isoladec no passo b) ser l-amino-7-(2,3-epoxi
propil)-8-oxoguanosina e antes do passo c), o referido produto

isolado ser:

) i)reagido com um reagente seleccionado do grupo consistin
do em tiofenol, 3,4-dimetoxifenetilamina, azida de sédio, dgua e

4-(4-fluorofenil)piperazina para formar um produto;
ii) isolar o referido produto do passo i);:; e

iii) e por o produto isolado do passo ii) ser o produto

isolado utilizado no passo c).

3 - Processo de acordo com & reivindicagf8o 1, caracteriza
do por o agente de alquilagdo do passo a) ser seleccionado do
grupo consistindo em bromoacetato de etilo, 2-cloroacetamida,
uma 2-cloroacetamida substituf{da por N-hidrocarbilo ou N-alcanol,
cujo grupo carboxamido tem a férmula CONRSR6 onde RS e R6 sf8o
iguais ou diferentes e sdo seleccionados do grupo consistindo em
hidrogénio, alguilo inferior ou alcanol C2—C3, ou NR5R6 em conjun
to formam um anel heterociclico com cinco ou seis &dtomos no anel,
um halodter, cloreto de 3-N,N-dimetilaminopropil, cloreto de 2-
-piperidinocetilo, 2-bromo-4-cloroacetofenona, brometo de 4-ni-

trobenzilo, cloreto de 4-metoxibenzilo e brometo de 2-cloroetil.,

4 - Processo de preparagdo de uma composigcdo farmacdutica
caracterizado por compreender & mistura de uma gquantidade diluen
te de um transportador fisiologicamente toleravel e de uma gquan-
tidade imunopotenciante eficaz de um derivado de guanina-nucled-
sido substitufido, melhorador da resposta imunitdria preparado

de acordo com a reivindicagdo 1.

5 - Processo de acordo com a reivindicagdo 4, caracteri-

1
- \
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zado por no composto de férmula I X ser O ou S,
6 - Processo de acordo com a reivindicag¢do 5, caracteri-

. 3 . .
zado por no composto de formula I R2 e R serem hidroxilo e por

R4 ser hidrogénio,

7 - Processo para melhorar uma resposta imunitdria, cara
cterizado por compreender o contacto de leucécitos, num meio
agquoso, com uma@ composigdo contendo uma quantidade diluente de
um transportador fisiologicamente tolerdvel com uma quantidade
imunopotenciante eficaz de um derivado de guanina-nucledsido su
bstituido, tendo o referido derivado de guanina-nucledsido subs
tituido uma estrutura que corresponde & férmula

1

0 R

H\‘N 4
W

NH,” "N

onde

X é 0, S, Se ou NCN;

r1 é um radical hidrocarbilo substituido no heterodtomo,
com um comprimento superior ao de um grupo etilo e inferior ao
de um grupo decilo e que estd isento de carga idnica aos valores
fisiolbdgicos de pH;

2 3 . . . , . .
R” e R sd8o radicais iguais ou diferentes seleccionados

entre os do grupo consistindo de hidrogénio, hidroxilo, alcoxilo
) . . . . . . 2 3 .
inferior, alcanoiloxilo inferior, e benzoxilo, ou R” e R™ consti

tuem juntos um radical alquilidencdioxilo inferior;

4 . . . .
R & um radical selecciocnado entre os do grupo consistindo
de hidrogénio, alcanoilo inferior e benzoflo;
e os seus sais de adig¢do de base, ndo tdxicos, farmacéuticamente

aceitdveis.

8 - Processo de acordo com a reivindicag¢8o 7, caracteriza
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do por os referidos leucdcitos serem postos em contacto in vi-

tro, num meio de cultura.

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracteri

zado por os referidos leucécitos incluirem células B,

10 - Processo de acordo com a reivindicagdo 9, caracte-
rizado por a referida resposta imunitdria ser uma resposta es-

pecifica para antigénio.

11 - Processo de acordo com a reivindicag¢do 7, caracteri
zado por os referidos leucdcitos serem seleccionados entre os
. N , 4 .
do grupo consistindo de células B, células T e neutrofilos, hu-

manos.,

-4 w1503
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