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DESCRIPCION -1

DERIVADOS DE AZACITOSINA UTILES COMO AGENTES ANTIVIRALES

CAMPQ DE | A INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevos analogos de fosfonato de nucleésido. La
invencion se refiere ademas a compuestos que tienen actividad inhibidora de la replicacion
viral e inhibidora de la proliferacién celular inducida por virus. La invenciéon también se
refiere a métodos para la preparacion de todos dichos compuestos y a composiciones
farmacéuticas que los comprenden. La invencion se refiere ademés al uso de dichos
compuestos como medicina y para la fabricacion de un medicamento util para el tratamiento
de sujetos que padecen una infeccion virica y al tratamiento de mamiferos que padecen una
infeccion virica. La invencién también proporciona métodos de tratamiento o de prevencién
de una infeccion virica o una enfermedad relacionada con la proliferaciéon celular inducida
por un virus en un mamifero.

ANTECEDENTES DE | A INVENCION

Las infecciones viricas siguen siendo un gran problema médico en todo el mundo
debido a una falta de estrategia de terapia, prevencion o vacunacion y debido al rapido
desarrollo de resistencia. Los virus pueden dividirse en dos grandes grupos, virus de ARN y
virus de ADN, de acuerdo con su composicién genética, que pueden subdividirse
adicionalmente. Los patégenos humanos incluyen Adenovirus, Citomegalovirus, virus del
Dengue, virus del Ebola, Enterovirus, virus de Epstein Barr, Hantavirus, virus de la Hepatitis
A, virus de la Hepatitis B, virus de la Hepatitis C, virus del Herpes simple, virus del Herpes
humano 6, 7 y 8, Virus de la Inmunodeficiencia Humana, Metaneumovirus humano, virus del
Papiloma humano, virus de la gripe, virus de Marburgo, virus de Nipah, Parvovirus B19,
virus del Polioma BK, virus del Polioma JC, virus Respiratorio Sincitial, virus de la Varicela-
zGster, Viruela, virus de Coxsackie y otros.

Se sabe que el Virus del Papiloma humano y otros virus inducen, o aumentan la
predisposicion a, trastornos de proliferacién celular tales como, por ejemplo, tumores
cancerosos en seres humanos.

El VIH-1 (virus de la inmunodeficiencia humana-1) es una de las infecciones viricas
probleméaticas con una estimacién de 40 millones de personas infectadas en todo el mundo.
Sin embargo, pueden identificarse muchos otros virus y familias de virus que causan
trastornos problematicos.

Como ejemplo, la familia Herpesviridae incluye importantes patégenos humanos
como el virus del herpes simple (VHS) de tipo 1 y 2, el virus de la varicela-zoster (VVZ),
Citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (VEB) y virus del herpes humano de tipo 6, 7
y 8 (es decir VHH-6, -7 y -8). Estos virus causan trastornos como Herpes Labialis, Herpes
Genitalis, Herpes Encephalitis, sarcoma de Kaposi, Varicela, Zoster, linfomas y otros. Los

tratamientos actuales consisten en Aciclovir, Ganciclovir, Brivudina, Cidofovir y algunos
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otros productos.

Los fosfonatos de nucleésidos aciclicos (PNA), tales como cidofovir (HPMPC) y
adefovir (PMEA), mostraron inhibir la replicaciéon del VHS. EI Cidofovir (Vistide - Gilead
Sciences) se usa para el tratamiento de la infeccidn retinitis por Citomegalovirus (CMV), que
puede causar ceguera. Sin embargo, se ha establecido que el Cidofovir puede ser
perjudicial para los rifiones. Si alguien esta tomando cidofovir, es necesario que los médicos
estén alerta para detectar signos tempranos de problemas renales usando ensayos en
sangre y orina. Un descenso de la cantidad de orina, aumento de la sed, 0 mareos después
de permanecer de pie también pueden ser signos de aviso tempranos de problemas
renales. Si una persona ya tiene problemas renales, el cidofovir puede no ser un tratamiento
apropiado para ella. Ademas, el Cidofovir se administra mediante perfusion intravenosa,
directamente en una vena del brazo. La perfusibn se administra una vez por semana
durante las dos primeras semanas - esto se denomina el tratamiento de induccion. A
continuacion, la perfusion se administra una vez cada dos semanas para mantener a la
infeccion por CMV bajo control. Es necesario un mantenimiento de la terapia a largo plazo.
Para probar y para prevenir el dafio renal, el cidofovir se administra con fluidos. Probenecid,
un farmaco que ayuda a proteger a los rifilones, también debe administrarse con el cidofovir.
Desafortunadamente, el probenecid contiene un grupo sulfonilo y puede causar reacciones
alérgicas. Los efectos secundarios causados por reacciones a farmacos que contienen
grupos sulfonilo pueden incluir sarpullidos y fiebre.

También los poxvirus comprenden patdégenos humanos y animales. El patégeno
humano mas importante en esta familia, el virus Variola (viruela) ha sido el primer virus
humano en ser definitivamente erradicado, después de la vacunacién masiva bajo el control
de la OMS. EIl ultimo caso (natural) de viruela se describié en octubre de 1977 y la
vacunacioén se interrumpié definitivamente en 1978. Mientras tanto, varias cepas tanto de
variola major como de variola minor se conservaron en centros de referencia en los Estados
Unidos y en Rusia (la antigua URRS), donde debian ser destruidas después de una decision
de la Asamblea Mundial de la Salud (AMS). Sin embargo, en los ultimos anos, se incitd a los
investigadores a que desarrollaran nuevas terapias, asi como nuevos enfoques para la
profilaxis o el tratamiento de infecciones por poxvirus, debido a la mayor preocupacion sobre
la posible liberacién de dichos virus como armas de destruccion masiva por parte de
bioterroristas. En base a la posible liberacion de agentes infecciosos a partir de depositos, el
de la viruela entre otros muchos virus y bacterias, se considera como una de las posibles
amenazas en una poblacion mundial con la mayoria de la gente no inmunizada y carente de
inmunidad que no habia recibido vacunas de refuerzo durante varias décadas. Por lo tanto,
se decidié intensificar el desarrollo de mejores herramientas de diagnostico, para generar
nuevas clases de vacunas que respondan a las verdaderas normas de seguridad, y
finalmente, buscar nuevos y potentes farmacos antivirales. Para alcanzar estos objetivos, la

destruccion de las reservas de viruela se pospuso para permitir la caracterizaciéon de las
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diferentes cepas y para establecer y validar diferentes modelos sustitutos usando otros
(orto)poxvirus para el diagndstico, vacunas y farmacos antivirales. Mientras tanto, otros
poxvirus para los cuales actualmente no hay disponible ningln tratamiento particular han
sido reconocidos como de importancia para la salud humana, tales como viruela de los
monos o ectima contagioso. Analogamente, algunos poxvirus especificos para animales,
tales como viruela del camello, viruela bovina o ectima contagioso podrian ser de
importancia econémica para algunas regiones del mundo.

Como conclusion, para muchas infecciones viricas patégenas, actualmente no esta
disponible ningun tratamiento eficaz y, ademads, las terapias anti-virales o medidas
preventivas disponibles no son suficientes para ser capaces de curar, prevenir o mejorar las
infecciones viricas respectivas debido a muchas razones, como la aparicién de resistencia y
farmacocinética o perfiles de seguridad desfavorables.

Por lo tanto, existe una clara necesidad de ampliar el arsenal de moléculas
antivirales, especialmente contra virus del herpes y poxvirus, y mas especialmente contra el
virus del herpes humano 6, desarrollando nuevas clases de compuestos con mejor
actividad, un mejor perfil de resistencia, un mecanismo de accién diferente y original, o
farmacocinética o perfiles de seguridad mejorados para permitir una prevencién o terapia
optima de infecciones viricas, como ejemplo, en el caso de una propagaciéon extendida de
uno u otro poxvirus.

El documento Antiviral Research (2003) 57: 13-23 describe la actividad de HPMPCc
contra Poxvirus.

La presente invencion proporciona nuevos compuestos que cubren este necesidad.
Mas especificamente, la presente invencién proporciona nuevos compuestos que inhiben la
replicacion viral y que poseen una mayor actividad, mas especificamente también contra
virus resistentes en comparacion con el compuesto HPMPC (Cidofovir) o que son menos
toxicos, tal como para el rifién.

SUMARIO DE LA INVENCION

En la presente invencion, se proporcionan nuevos compuestos. Es una ventaja de la

presente invencion proporcionar compuestos con una mejor actividad contra virus, més en
particular contra virus que muestran resistencia contra los farmacos usados actualmente,
tales como HPMPC. Es también una ventaja de la invencién proporcionar analogos de
nucleésidos antivirales del final de la cadena. También es una ventaja proporcionar
compuestos con una mejor actividad contra el virus del herpes humano 6 en comparacion
con HPMPC. Es una ventaja adicional de la presente invencién proporcionar compuestos
antivirales con una menor toxicidad en células renales humanas que HPMPC. Los
compuestos de la invencion son nuevos derivados de azacitosina. Se ha demostrado que
estos poseen actividad antiviral, mas especificamente contra virus de ADN. También son
activos contra trastornos de proliferacion celular inducidos por virus. La presente invencion

demuestra que los compuestos inhiben la replicacion de virus de ADN tales como poxvirus y
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virus del herpes y que el compuesto es mas activo contra cepas de virus resistentes a
HPMPC que el HPMPC. Los compuestos de la invenciéon son, ademas, terminadores de
cadena. Por lo tanto, estos compuestos constituyen una nueva y potente clase de agentes
antivirales que pueden usarse en el tratamiento y la prevencion de infecciones viricas en
animales, mamiferos y seres humanos, mas especificamente para el tratamiento y la
prevencion de infecciones viricas.

La presente invencion se refiere a nuevos derivados de azacitosina. La invencion se
refiere ademas a compuestos que tienen actividad antiviral, mas especificamente a nuevos
derivados de 5-azacitosina que tienen propiedades inhibidoras de la replicacion viral, mas
en particular de virus de ADN tales como poxvirus y virus del herpes en seres humanos vy,
por consiguiente, pueden ser Utiles para el tratamiento de individuos infectados por dichos
virus. La presente invencion se refiere, ademas, al uso de los compuestos como medicina vy,
mas especificamente, al uso de los compuestos como agente antiviral. La invencién también
se refiere a métodos para la preparacion de todos dichos compuestos y a composiciones
farmacéuticas que los comprenden. La invencion se refiere ademés al uso de dichos
compuestos en la fabricacién de un medicamento Util para el tratamiento de sujetos que
padecen una infeccién virica, asi como para el tratamiento de tumores o canceres. La
presente invencion también se refiere a un método de tratamiento o prevencion de
infecciones viricas, mediante el uso de dichos compuestos.

Un aspecto de la presente invencidn es el suministro de derivados de 5-azacitosina,
siendo dichos nuevos derivados de 5-azacitosina un fosfonato, que comprende mas en
particular 3-hidroxi-2-fosfonometoxipropilo acoplado a la posicién N' de 5-azacitosina.

La presente invencion se refiere a derivados de 5-azacitosina y derivados de 6-
azacitosina de acuerdo con la férmula estructural (I) o la férmula (lll), una forma
estereoquimicamente isomérica, un solvato, una sal, un derivado 5,6-dihidro o un

profarmaco del mismo:

en la que

- R' y R® se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por
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hidrégeno, alquilo Cq.3, alquenilo Cs3, alquinilo C,3g, arilo, alquilfenilo Ci3p y
arilalquilo C4.3, en la que cada uno de dichos alquilo C;.39, alquenilo C,.3, 0 alquinilo
C,.3 contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados entre el grupo
constituido por oxigeno, nitrbgeno y azufre en la cadena principal y/o esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo
constituido por hidroxi, oxo y halégeno o R' y R? estan unidos mediante uno o mas
enlaces para formar un anillo de cinco, seis o siete miembros que comprende P, X'
y X, estando dicho anillo opcionalmente condensado con un anillo fenilo;

X' se selecciona entre el grupo constituido por NR* y oxigeno;

X? se selecciona entre el grupo constituido por NR® y oxigeno;

R* y R® se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por
hidrégeno, alquilo C4_3, alquenilo C,.30y alquinilo C,.30, €n la que cada uno de dicho
alquilo Cy.30, alquenilo C,.3p 0 alquinilo Co3o contiene opcionalmente uno o mas
heteroatomos seleccionados entre el grupo constituido por oxigeno, nitrégeno y
azufre en la cadena principal y/o estd opcionalmente sustituido por uno o mas
sustituyentes seleccionados entre el grupo constituido por hidroxi y halégeno;

Y es hidrogeno o es un enlace que une oxigeno a fosforo para formar un éster de
acido fosfénico ciclico de seis miembros; cada uno de m y n es 1 cuando Y es
hidrégeno, ounode mynes 1yelotrode mynes0cuando Y es un enlace que
une oxigeno a fésforo para formar un éster de é&cido fosfonico ciclico de 6
miembros;

R® es un hidrégeno, un alquilo Cy4, arilo, arilalquilo Ci4, amino, hidroxi, CO,H,
CO;R, CONH,, NR,, CONRy; vy R es alquilo Cy_3.

Una realizacion particular de este aspecto de la invencion se refiere a (S)-1-[3-

hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina de formula (ll), y las sales, ésteres, amidatos y

ésteramidatos de la misma:

NH,
P
0 N/"
OH
O._P(O)(OH),

(1)

La presente invencion se refiere, en una realizacién particular, a compuestos

individuales seleccionados entre el grupo constituido por:

(S)-1-[3-hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina;
3-formil-2-{[(2S)-3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]carbamoil}guanidina; y
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- 1-{[(5S)-2-Hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-illmetil}-5-azacitosina (denominada
en lo sucesivo en este documento como “HPMP-5-azacitosina ciclica”);
y ésteres de las mismas como se describen en este documento.

La presente invencién se refiere, en otra realizacién particular, a derivados 5,6-
dihidro de derivados de 5-azacitosina de acuerdo con las férmulas (1) o (Il).

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencién se refiere al uso de derivados de
5-azacitosina de las férmulas (I) o (ll) como compuestos antivirales, mas particularmente
como compuestos activos contra virus de ADN y como compuestos activos contra el cancer.
La invencion también se refiere al uso de derivados de 5-azacitosina de la férmula (1) o (Il),
maés en particular de (S)-1-[3-hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina para la fabricacion
de una medicina o como un ingrediente farmacéuticamente activo, especialmente como un
inhibidor de la replicacién del virus, preferentemente como un inhibidor de la replicacion de
un virus de ADN, por ejemplo para la fabricacion de un medicamento o una composicion
farmacéutica que tiene actividad anticancerosa o antiviral para la prevenciéon y/o el
tratamiento de cancer o infecciones viricas, preferentemente de virus de ADN, en seres
humanos o mamiferos.

En una realizacién particular, dicha infeccion por virus de ADN se selecciona entre
una infeccién con uno de los Herpesviridae tales como virus del herpes simple, virus de la
varicela-zoster (VVZ), Citomegalovirus (CMV), de los Poxviridae tales como virus de la
variolovacuna, virus Variola (viruela), viruela bovina, viruela del mono, viruela del camello o
ectima contagioso, de la familia de los Papillomaviridae tales como virus del papiloma
humano.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método de tratamiento de
cancer o de una infeccién virica, preferentemente una infeccion por un virus de ADN en un
mamifero, incluyendo un ser humano, que comprende administrar al mamifero que necesita
dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de féormula (1) o (Il)
como ingrediente activo, preferentemente mezclado con al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La invencién proporciona un método de tratamiento o
prevencion de una infeccion virica en un mamifero, que comprende administrar al mamifero
gue necesita dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un derivado de 5-
azacitosina de la invencién.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a métodos o procesos para la
preparacion de compuestos de férmula (l) o (ll), en una realizacién particular, de (S)-1-[3-
hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina. Dicho método o proceso comprende las etapas
de (i) calentar (S)-tritiloximetiloxirano con 5-azacitosina en presencia de alcali,
preferentemente hidroxido de sodio o de potasio o carbonato de cesio, (ii) tratamiento del
intermedio obtenido de este modo con bromometilfosfonato de dialquilo, preferentemente de
diisopropilo, y 1-1,5 equivalentes molares de éalcali, preferentemente terc-butéxido de sodio

0 potasio o hidruro de sodio a temperaturas de 10-60°C en disolvente aprético,
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preferentemente dimetilformamida, dimetilsulféxido o tetrahidrofurano vy (iii) hacer reaccionar
al intermedio protegido obtenido de este modo con halotrimetilsilano, preferentemente
bromotrimetilsilano en acetonitrilo, dimetilformamida, tetrahidrofurano, dioxano o disolventes
apréticos clorados seguida de hidrélisis en agua.

En otra realizacion, el proceso para la preparacion de compuestos de férmula (1) o
(), en una realizaciéon particular, de (S)-1-[3-hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina
comprende las etapas de (i) calentar la sal sbédica de 5-azacitosina con 3-hidroxi-2-
(dialcoxifosfonilmetoxi)propilo, preferentemente p-tolilsulfonato de 3-hidroxi-diisopropiloxi-
metoxi)propilo y (i) hacer reaccionar al intermedio protegido obtenido de este modo con
halotrimetilsilano, preferentemente bromotrimetilsilano en acetonitrilo, dimetilformamida,
tetrahidrofurano, dioxano o disolventes apréticos clorados, seguido de hidrélisis en agua.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de la invencién de acuerdo con la férmula (I) o (Il) mezclados
con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable, estando el ingrediente activo
preferentemente en un intervalo de concentracién de aproximadamente el 0,1 al 100% en
peso, y al uso de estos derivados concretamente como farmacos Utiles para el tratamiento
de sujetos, mas en particular seres humanos, que padecen cancer o una infeccion virica.

La invencion se refiere ademas al uso de una composicion que comprende (a) uno
0 mas derivados de férmula (I) o (II), y (b) uno o mas inhibidores virales como agentes
biologicamente activos en proporciones respectivas, por ejemplo en forma de una
preparacion combinada para uso simultdneo, por separado o secuencial en terapia de
infeccion virica. En el marco de esta realizacién de la invencién, los inhibidores de la
replicacion viral usados como ingredientes terapéuticamente activos (b) pueden pertenecer
a categorias ya conocidas en la técnica e incluyen, entre otros, Aciclovir y su profarmaco
valaciclovir (por ejemplo, activo contra los virus alfa del herpes VHS y VVZ), Ganciclovir y su
profarmaco valganciclovir (por ejemplo, activo contra los virus beta del herpes VHH-6 y
CMVH vy los virus alfa del herpes VHS y VVZ), Foscavir (por ejemplo, activo contra virus alfa
y beta del herpes), Brivudina (por ejemplo, activa contra VHS-1 y VVZ), Cidofovir (por
ejemplo, activo contra todos los virus de ADN excepto el de la hepatitis B), Adefovir (por
ejemplo, activo contra todos los virus del herpes y el de la hepatitis B) y Lamivudina (por
ejemplo, activa contra la hepatitis B).

De forma mas general, la invencion se refiere a los compuestos de formula (1) o (ll)
o realizaciones de los mismos que son Utiles como agentes que tienen actividad biolégica
(preferentemente actividad antiviral o antitumoral) o como agentes de diagnoéstico.
Cualquiera de los usos mencionados con respecto a la presente invencién puede
restringirse a un uso no médico, un uso no terapéutico, un uso no de diagnéstico, o
exclusivamente un uso in vitro, 0 un uso relacionado con células alejadas de un animal o
gue son células no animales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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La figura 1 muestra la estructura de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina junto con el esquema de numeracién para la asignacion de sefiales de
RMN.

Las figuras 2A y B muestran los resultados de un experimento in vivo para el
tratamiento de una infeccién por virus de la variolovacuna con (S)-1-[3-hidroxi-2-
(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se
infectaron con 4,0 x10° UFP de virus de la variolovacuna (cepa Western Reserve) por
via intranasal en un volumen de 20 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos en
solucién salina tamponada con fosfato, PBS) se inicié el dia de la infeccién. Los
compuestos se administraron por via subcutanea una vez al dia durante un total de 5
dias, a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 2B) y la mortalidad
(Figura 2A) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cuatro animales
por grupo experimental.

Las figuras 3A y B muestran los resultados de un experimento in vivo para el
tratamiento de infeccién por el virus de la viruela bovina con (S)-1-[3-hidroxi-2-
(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se
infectaron con 4,0 x 10° UFP de virus de la viruela bovina (cepa Brighton) por via
intranasal en un volumen de 20 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos en
solucién salina tamponada con fosfato, PBS) se inicié el dia de la infeccién. Los
compuestos se administraron por via subcutdnea una vez al dia durante un total de 5
dias, a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 3B) y la mortalidad
(Figura 3A) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por
grupo experimental.

Las figuras 4A y B muestran los resultados de un experimento in vivo para el
tratamiento de infeccién por virus del herpes simple de tipo 1 con (S)-1-[3-hidroxi-2-
(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se

infectaron con aproximadamente 1 x 10° UFP_de VHS-1 (cepa Kos) por via

intraperitoneal en un volumen de 200 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos
en solucion salina tamponada con fosfato, PBS) se inici6 el dia de la infeccién. Los
compuestos se administraron por via subcutanea una vez al dia durante un total de 5
dias, a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 4B) y la mortalidad
(Figura 4A) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por
grupo experimental.

Las figuras 5A y B muestran los resultados de un experimento in vivo para el
tratamiento de una infeccion por virus del herpes simple de tipo 1 con (S)-1-[3-hidroxi-2-
(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se

infectaron con aproximadamente 2,5 x 10° UFP_de VHS-1 (cepa Kos) por via

intraperitoneal en un volumen de 200 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos

en solucion salina tamponada con fosfato, PBS) se inici6 el dia de la infeccién. Los
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compuestos se administraron por via subcutdnea una vez al dia durante un total de 5
dias, a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 5B) y la mortalidad
(Figura 5A) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por
grupo experimental.

La figura 6 muestra los resultados de un experimento in vivo para el tratamiento de
infeccion por virus del herpes simple de tipo 2 con (S)-1-[3-hidroxi-2-
(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se
infectaron con aproximadamente 1 x 10° UFP de VHS-2 (cepa Lyons) por via
intraperitoneal en un volumen de 200 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos
en solucion salina tamponada con fosfato, PBS) se inici6 el dia de la infeccién. Los
compuestos se administraron por via subcutanea una vez al dia durante un total de 5
dias, a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal y la mortalidad se registraron
durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por grupo experimental.

La figura 7 muestra la actividad de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina en comparacién con (S)-HPMPC contra el virus del papiloma humano en
xenoinjertos (SiHa) de carcinoma de cuello del Utero humano en ratones desnudos
atimicos. A los animales adultos se les inyectaron por via subcutanea 5 x 10° células
SiHa, una linea celular de carcinoma de cuello del dtero humano que aloja integrado al
virus del papiloma humano (VPH-16). Una vez que los tumores se establecieron
(aproximadamente después de 1 semana), los ratones se dividieron en varios grupos,
se determiné el tamafio de los tumores para cada ratén, y se inicié el tratamiento con
placebo (PBS) o los compuestos de ensayo. Las soluciones de ensayo se
administraron por via intratumoral a un volumen de 50 pl. Los ratones se trataron una
vez al dia, 5 veces a la semana durante un periodo de 5 semanas. Cada semana, se
midi6 el tamafo del tumor para cada animal con un calibre en dos dimensiones
perpendiculares y el tamafo de los tumores se calculé multiplicando los dos diametros
medidos.

Las figuras 8A y B muestran la actividad de (S)-HPMP-5-azacitosina en comparacion
con (S)-HPMPC contra poxvirus en un modelo de infeccién intranasal letal en ratones.
Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se infectaron con 4,0 x 10° UFP de virus de la
variolovacuna (cepa Western Reserve) por via intranasal en un volumen de 20 pl. El
tratamiento con los compuestos (disueltos en solucién salina tamponada con fosfato,
PBS) se inicié el dia de la infeccion. Los compuestos se administraron por via oral una
vez al dia durante un total de 5 dias a las dosis indicadas. El peso corporal (Figura 8A)
y la mortalidad (Figura 8B) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron
cinco animales por grupo experimental.

Las figuras 9A y B muestran la actividad de (S)-HPMP-5-azacitosina en comparacion
con (S)-HPMPC contra poxvirus en un modelo de infeccion intranasal letal en ratones.

Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se infectaron con 4,0 x 10° UFP de virus de la
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variolovacuna (cepa Western Reserve) por via intranasal en un volumen de 20 pl. El
tratamiento con los compuestos (disueltos en solucién salina tamponada con fosfato,
PBS) se inici6 el dia de la infeccion. Los compuestos se administraron por via
subcutanea una vez al dia durante un solo dia (1x) o durante un total de 5 dias (5x), a
una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 9A) y la mortalidad (Figura 9B)
se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por grupo
experimental.

La figura 10A y B muestra la actividad de HPMP-5-azacitosina en comparacion con
HPMPCc contra poxvirus en un modelo de infeccion intranasal letal en ratones.
Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se infectaron con 4,0 x 10° UFP de virus de la
variolovacuna (cepa Western Reserve) por via intranasal en un volumen de 20 pl. El
tratamiento con los compuestos (disueltos en solucién salina tamponada con fosfato,
PBS) se inicio el dia de la infeccion. Los compuestos se administraron por via
subcutanea una vez al dia durante un solo dia (1x) o durante un total de 5 dias (5x), a
una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal (Figura 10A) y la mortalidad (Figura
10B) se registraron durante un periodo de 20 dias. Se usaron cinco animales por grupo
experimental.

La figura 11 muestra la actividad de HPMP-5-azacitosina en comparaciéon con HPMPCc
contra virus del herpes simple de tipo 1 (VHS-1 en un modelo de infeccion
intraperitoneal letal en ratones. Ratones NMRI adultos (18-20 gramos) se infectaron
con aproximadamente 1 x 10° UFP de VHS-1 (cepa Kos) por via intraperitoneal en un
volumen de 200 pl. El tratamiento con los compuestos (disueltos en solucién salina
tamponada con fosfato, PBS) se inicié6 el dia de la infeccion. Los compuestos se
administraron por via subcutdnea una vez al dia durante un total de 5 dias, a una dosis
de 50 mg/kg al dia. El peso corporal y la mortalidad se registraron durante un periodo
de 20 dias. Se usaron cinco animales por grupo experimental.

La figura 12A y B muestra la actividad de (S)-HPMP-5-azacitosina en comparacion con
(S)-HPMPC contra el virus del papiloma humano en xenoinjertos de carcinoma de
cuello del utero humano en ratones atimicos desnudos. (A) A los animales adultos se
les inyectaron por via subcutanea 5 x 10° células HelLa, una linea celular de carcinoma
de cuello del utero humano que aloja el virus del papiloma humano integrado (VPH-16).
Una vez que los tumores se establecieron (aproximadamente después de 1 semana),
los ratones se dividieron en varios grupos, se determin6 el tamafno de los tumores para
cada ratén, y se inicié el tratamiento con placebo (PBS) o los compuestos de ensayo.
Las soluciones de ensayo se administraron por via intratumoral a un volumen de 50 pl.
Los ratones se trataron una vez al dia, 5 veces a la semana durante un periodo de 5
semanas. Cada semana, se midi6 el tamafo del tumor para cada animal con un calibre
en dos dimensiones perpendiculares y el tamafio de los tumores se calculd

multiplicando los dos diametros medidos. (B) A los animales adultos se les inyectaron
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por via subcutanea 5 x 10° células CaSki, una linea celular de carcinoma de cuello del
Utero humano que aloja el virus del papiloma humano integrado (VPH-16). Una vez que
los tumores se establecieron (aproximadamente después de 1 semana), los ratones se
dividieron en varios grupos, se determin6 el tamarno de los tumores para cada raton, y
se inicié el tratamiento con placebo (PBS) o los compuestos de ensayo. Las soluciones
de ensayo se administraron por via intratumoral a un volumen de 50 pl. Los ratones se
trataron una vez al dia, 5 veces a la semana durante un periodo de 5 semanas. Cada
semana, se midié el tamafo del tumor para cada animal con un calibre en dos
dimensiones perpendiculares y el tamano de los tumores se calculé multiplicando los
dos diametros medidos.
La figura 13 muestra la actividad citostatica de (S)-HPMP-5-azaC y HPMP-5-azaCc
para cultivos primarios de células renales humanas. Actividad citostética para células
epiteliales del tubulo proximal renal humanas en reposo (RPTEC) #4 después de 16
dias de incubacion sin renovacién del medio.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En cada una de las siguientes definiciones, el nimero de atomos de carbono
representa el nimero méximo de atomos de carbono generalmente presentes de forma
optima en el sustituyente o enlazador; se entiende que donde se indique lo contrario en la
presente solicitud, el nimero de 4tomos de carbono representa el nimero maximo 6ptimo
de atomos de carbono para ese sustituyente o enlazador particular.

El término “alquilo” como se usa en este documento se refiere a cadenas de
hidrocarburos saturados alifaticos normales secundarios o terciarios de C4-Csp. Son
ejemplos metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, 1-butilo, 2-metil-1-propilo (i-Bu), 2-butilo (s-Bu) 2-
metil-2-propilo (t-Bu), 1-pentilo (n-pentilo), 2-pentilo, 3-pentilo, 2-metil-2-butilo, 3-metil-2-
butilo, 3-metil-1-butilo, 2-metil-1-butilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo, 2-metil-2-pentilo, 3-metil-
2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 3-metil-3-pentilo, 2-metil-3-pentilo, 2,3-dimetil-2-butilo, 3,3-
dimetil-2-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonilo, n-decilo, n-undecilo, n-
dodecilo, n-tridecilo, n-tetradecilo, n-pentadecilo, n-hexadecilo, n-heptadecilo, n-octadecilo,
n-nonadecilo y n-icosilo.

El término “alquenilo” como se usa en este documento es un hidrocarburo con
instauracién etilénica normal secundario o terciario de C,-Cz, con al menos un sitio
(habitualmente de 1 a 3, preferentemente 1) de insaturacién, es decir un doble enlace
carbono-carbono, sp2. Los ejemplos incluyen, aunque no se limitan a: etileno o vinilo (-
CH=CHy,), alilo (-CH2CH=CHy,), ciclopentenilo (-CsH5), y 5-hexenilo (-
CH>CH,CH,CH,CH=CH.). El doble enlace puede estar en configuracién cis o trans.

El término “alquinilo” como se usa en este documento se refiere respectivamente a
un hidrocarburo con insaturacién acetilénica normal, secundario, terciario de C,-C3, con al
menos un sitio (habitualmente de 1 a 3, preferentemente 1) de insaturacion, es decir un

triple enlace carbono-carbono, sp. Los ejemplos incluyen, aunque no se limitan a: etinilo (-
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C=CH) y propargilo (-CH,-C=CH). En una realizacién particular, alquilo, alquenilo o alquinilo
pueden dividirse en C1-C1gy C17-Cgp.

Como se usa en este documento y a menos que se indique lo contrario, el término
“halégeno” significa cualquier atomo seleccionado entre el grupo constituido por fluor (F),
cloro (Cl), bromo (Br) y yodo. Como se usa en este documento con respecto a un grupo de
sustitucién, y a menos que se indique lo contrario, el término “arilo” designa cualquier radical
hidrocarburo monovalente aromatico mono- o policiclico que tiene de 6 hasta 30 atomos de
carbono tales como, aunque sin limitarse a fenilo, naftilo, antracenilo, fenantracilo,
fluorantenilo, crisenilo, pirenilo, bifenililo, terfenilo, picenilo, indenilo, bifenilo, indacenilo,
benzociclobutenilo, benzociclooctenilo y similares, incluyendo grupos benzo-cicloalquilo Cy4.g
condensados tales como, por ejemplo, indanilo, tetrahidronaftilo, fluorenilo y similares,
estando todos de dichos grupos opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados independientemente entre el grupo constituido por halégeno, amino,
trifluorometilo, hidroxilo, sulfhidrilo y nitro, tales como por ejemplo 4-fluorofenilo, 4-
clorofenilo, 3,4-diclorofenilo, 4-cianofenilo, 2,6-diclorofenilo, 2-fluorofenilo, 3-clorofenilo, 3,5-
diclorofenilo y similares.

La expresién “virus de ADN” se usa como la conoce un experto en la materia. Los
virus de ADN se clasifican normalmente de la siguiente manera (ejemplos no limitantes de
género y especie de los miembros de la familia de virus se dan junto con algunos ejemplos
no limitantes de las enfermedades causadas por dichos virus):

e Parvoviridae: por ejemplo parvovirus (rubéola, muerte fetal, gastroenteritis);

e  Papillomaviridae: por ejemplo virus del papiloma humano (“VPH” - verrugas
benignas y verrugas genitales, proliferacién de células epiteliales tal como en
canceres genital y rectal);

e Adenoviridae: por ejemplo adenovirus (infecciones respiratorias, gastroenteritis,
conjuntivitis infecciosa, sarpullidos, meningoencefalitis)

e Poxviridae: por ejemplo virus variola (viruela), virus de la variolovacuna, virus del
molusco (lesiones cutaneas similares a verrugas de molusco contagioso).

e Herpesviridae: por ejemplo virus del herpes simple 1 (“VHS-1”; ya mayoria de los
herpes bucales), virus del herpes simple 2 (“VHS-2”; la mayoria de los herpes
genitales), virus del herpes simple 6 (VHS-6; rubéola), virus de la varicela-z6ster
("VVZ"; viruela aviar y herpes), virus Epstein-Barr (“VEB”; mononucleosis infecciosa
y linfomas), citomegalovirus (“CMV”; defectos de nacimiento e infecciones de
diversos sistemas del organismo en individuos inmunodeprimidos);

e  Polyomaviridae: por ejemplo virus del polioma JC y BK (trastornos desmielinizantes,
nefritis en individuos inmunodeprimidos).

La expresion virus de ADN también incluye la familia de los Hepadnaviridae a la que

pertenece el virus de la Hepatitis B.



10

15

20

25

30

ES 2358354 T3

-13 -

La expresion “trastornos de proliferacion celular” como se usa en este documento
se refiere a trastornos en los que existe una proliferacion anormal o hiperproliferacion de
células en comparacion con circunstancias fisiologicas. Los trastornos de proliferacion
celular comprenden, aunque no se limitan a, cancer, formacion de tumores o psoriasis, en
una realizacién particular, cuando el agente causante o el agente que contribuye a los
trastornos es un virus de ADN. Cuando los trastornos de proliferacion celular son inducidos
por un virus, se usara la expresién “trastornos de proliferacién celular inducidos por virus”.

La terminologia usada para indicar los compuestos de la invencién se basa en
abreviaturas bien conocidas en la técnica anterior. Como ejemplo, HPMPC se refiere a
cidofovir o [(S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil)citosina, el componente activo de Vistide®.
De esta manera, los derivados de 5-azacitosina de la presente invencion se denominan con
abreviaturas anélogas. Como ejemplo, (S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonil-metoxipropil)-5-azacitosina
se denomina 5-aza-HPMPC, HPMP-5-azaC, HPMP-5-azacitosina y de manera analogas.
Para indicar derivados de fosfonato citosina que tienen un éster de fosfonato ciclico, el
término “ciclico” o “¢c”
HPMPCec.

En la presente invencién, se proporcionan nuevos compuestos. Los compuestos

¢” puede usarse después de la abreviatura, tal como en HPMPC ciclico o

son nuevos derivados de 5-azacitosina y se ha demostrado que poseen actividad antiviral,
més especificamente contra virus de ADN y que son activos contra trastornos de
proliferacion celular inducidos por virus. La presente invencion demuestra que los
compuestos inhiben la replicacion de virus de ADN in vitro e in vivo tales como poxvirus,
virus del herpes y virus del papiloma. Por lo tanto, estos compuestos constituyen una nueva
y potente clase de medicinas que pueden usarse en el tratamiento y la prevencion de
trastornos de proliferacién celular inducidos por virus o infecciones viricas en animales,
mamiferos y seres humanos. La presente invencion muestra ademas que, en comparacion
con HPMPC, los nuevos derivados de 5-azacitosina son mas activos contra la mayoria de
los virus de ADN y son menos téxicos. Los compuestos son derivados de 5-azacitosina de

acuerdo con la férmula que se presenta a continuacién en este documento:

NH,

e
J

O N

l\ﬁ

O-_P(O)OH),

La invencion también se refiere a isdbmeros, solvatos, tautémeros, sales, ésteres,
amidatos, ésteramidatos o sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de la férmula

anterior en este documento o a compuestos en equilibrio con el compuesto de la féormula
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anterior en este documento. En la técnica se sabe que la funcién fosfonato de analogos de
nucledsidos puede derivatizarse para aumentar la actividad, la farmacocinética o el perfil
dindmico o por otras razones. Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a los
ésteres de fosfonato, amidatos o ésteramidatos, en los que el fosfonato puede estar mono-
o disustituido. Los ejemplos de dichos ésteres comprenden ésteres de alquilo, ésteres de
alquenilo, ésteres de alquinilo, ésteres de alcoxialquilo y ésteres de alcoxialquenilo tales
como  octilo, tetracosilo, hexadeciloxipropilo,  octadeciloxietilo,  oleiloxipropilo,
tetradeciloxipropilo, octadeciloxipropilo, oleiloxietilo, 1-O-octadecil-2-O-bencil-glicerilo y
similares como se describe en la técnica anterior (es decir Keith K.A. et al., Antimicrobial
agents and chemotherapy 2004, 1869-1871; Ciesla, S. L. et al, Antiviral Research 2003, 59,
163-171 y se incorporan en este documento como referencia). En una realizacién particular,
los ésteres tienen al menos 16 atomos de carbono.

También es posible la conversion en el éster ciclico con un diéster ciclico hidréfobo
de menor polaridad o neutro.

Los compuestos de acuerdo con la invencion pueden prepararse mediante
diferentes métodos. Por ejemplo, la suspensién de 5-azacitosina calentada con (2S)-2-
[(tritiloxilmetilJoxirano en disolvente aprético dipolar como por ejemplo dimetilsulféxido seco
(a 120°C en presencia de catalizador alcalino (por ejemplo hidréxido de sodio sélido) da el
intermedio de tritilo 1 que produce en tratamiento con bromometilfosfonato de dialquilo
(preferentemente de diisopropilo) en un disolvente aprotico (dimetilformamida, dioxano,
dimetilsulféxido, tetrahidrofurano, etc.), y una base fuerte, por ejemplo, hidruro de sodio,
alcéxido de sodio o de potasio (preferentemente  t-butdxido), DBU
(Diaza(1,3)biciclo[5.4.0lundecano) y similares el diéster de fosfonato 2 completamente
protegido que puede aislarse facilmente preferentemente mediante cromatografia en gel de
silice. En las etapas anteriores, el grupo ftritilo puede sustituirse por cualquier grupo
protector de O bien conocido en la técnica. El diéster 2 se desprotege a continuacion
mediante escisién tanto del éster de fosfonato como de los grupos tritilo. Esta puede
realizarse  simultaneamente  mediante el tratamiento con  yodotrimetilsilano,
bromotrimetilsilano o la mezcla de clorotrimetilsilano y yoduro de potasio en un disolvente
inerte, preferentemente acetonitrilo, dimetilformamida, disolventes clorados y similares. El
procedimiento adicional implica hidroélisis, aislamiento y purificacién del producto.

Esquema 1: Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (3) con el uso
de (2S5)-2-[(tritiloxijmetilJoxirano.
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Un método alternativo (como se muestra en el esquema 3), en base a condiciones
mas suaves mas adecuadas para el heterociclo de triazina quimicamente sensible, produce
un compuesto de caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas idénticas. Esta alternativa
comprende la condensacion de sal sodica de 5-azacitosina, generada preferentemente in
situ mediante el tratamiento de 5-azacitosina con un equivalente de hidruro de sodio en
dimetilformamida con el llamado “HPMP-synthon” 8, es decir p-tolilsulfonato de 2(S)-2-
[(diisopropiloxifosforil)metoxi]-3-hidroxipropilo. Esto produce el diéster 9 de 5-azacitosina
que se trata finalmente con bromotrimetilsilano y se elabora como en el primer
procedimiento.

Esquema 2: Sintesis de HPMP-synthon.

Bno/\‘/\OTr BrCHzP(O)(OiPr)gBHO/Y\OTr M HC BnO/Y\OH
D e R

OH OvP(O)(OiPr)z'—*’ O\/P(O)(inr)2

4 5

(=)

HO/Y\OTS HaPd  Bno OTs
B e e
OVP(O)(OiPr)z OvP(O)(OiPr)z

© 8 7
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Esquema 3: Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina a partir de
HPMP-synthon

NH, NH,

X X
/]\ NZ N NP N
NZ N 8 ' 2\ )I  (CHy)sSiBr J

o)\NJ 0 o

Na

—eee—

O\/P(O)(OiPr)g O\/P(O)(OH)z

9 3

El HPMP-synthon se prepara preferentemente antes de la alquilacién de 5-
azacitosina mediante el procedimiento descrito anteriormente a partir de 2,3-O-
isopropilidenglicerol 6pticamente activo disponible en el mercado (o también llamado 2,2-
dimetil-4-hidroximetil-1,3-dioxolano) como se describe de acuerdo con Holy A. et al.,
Nucleosides & Nucleotides 1995, 14, 695-702. En resumen, el material de partida se
transforma mediante bencilacién con halogenuro de bencilo y una base (preferentemente
hidruro de sodio o hidroxido de potasio) seguida de tratamiento acido al 1-O-bencilglicerol
opticamente activo (también disponible en el mercado) que se convierte, a su vez, en el
derivado de 3-O-tritilo. La condensacién de este compuesto con bromometilfosfonato de
diisopropilo como se ha descrito anteriormente, destritilacidn, tosilacion del hidroxilo libre en
la posicion 1 mediante el tratamiento con p-tolilsulfonilcloruro en piridina o en un disolvente
clorado en presencia de amina terciaria (preferentemente trietilamina o diisopropiletilamina)
e hidrogenolisis del grupo protector de bencilo, preferentemente sobre catalizador de
paladio sobre carbono, produce el HPMP-synthon.

Los derivados de 6-alquilo pueden sintetizarse de acuerdo con cualquiera de los
tres métodos descritos a continuacién si el alquilo en posicién 6 es un alquilo Cy.4.

Método |

OH o %

w
—~OCH(CH P(O)(OH
o P\OCH((CH:))f (Q)(OH),



10

15

20

25

ES 2358354 T3

-17 -

HPMP-6-metil

-5-azacitosina
Condiciones: (a) DMSO, NaOH, 120°C, 6 h; (b) BrCH,P(O)(QiPr),, t-butéxido de sodio,
dioxano, 100°C, 4 h o: (c) TsOCH,P(O)(OiPr),, NaH, DMF, temperatura ambiente, 20 h; (d)
(CHa3)3SiBr, CH3CN, temperatura ambiente, 24 h

El procedimiento general del método | esta constituido por una primera etapa de
calentar hasta aproximadamente 120°C una suspension de 4-amino-6-alquil-1,3,5-triazin-
2(1H)-ona y (2S)-2-[(tritiloxi]metilJoxirano en disolvente aprotico dipolar tal como por ejemplo
dimetilsulféxido seco en presencia de un catalizador alcalino (por ejemplo hidréxido de sodio
solido). Esta primera etapa da como producto principal el intermedio de tritilo. En una
segunda etapa, este intermedio de tritilo se hace reaccionar con un bromometilfosfonato de
dialquilo (preferentemente diisopropilo) o un (tosiloxi)metilfosfonato de dialquilo en un
disolvente aproético (dimetilformamida, dioxano, dimetilsulféxido, tetrahidrofurano, etc.) en
presencia de una base fuerte (tal como por ejemplo hidruro de sodio, alcoxido de sodio o de
potasio (preferentemente t-butoxido), DBU (Diaza(1,3)biciclo[5.4.0]lundecano) y similares)
para dar el diéster de fosfonato completamente protegido que puede aislarse facilmente
preferentemente mediante cromatografia en gel de silice.

En las etapas anteriores, el grupo tritilo puede sustituirse por cualquier grupo
protector de O bien conocido en la técnica. El diéster se desprotege a continuacion
mediante escisién tanto del éster de fosfonato como de los grupos tritilo. Esto puede
realizarse simultaneamente mediante tratamiento con yodotrimetilsilano, bromotrimetilsilano
0 la mezcla de clorotrimetilsiano y yoduro de potasio en un disolvente inerte,
preferentemente acetonitrilo, dimetilformamida, disolventes clorados y similares. El
procedimiento adicional incluye hidrélisis, aislamiento y purificacién del producto.

Método I
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0= OCH(CHs),
“OCH(CHy), 0= \88:.*(‘8;':}:
1:6
| b
B
N”N

1(9)(OH)2
HPMP-6-metil-5-azacitosina

Condiciones: (a) DMF, 120°C, 5 h; (b) (CH3)3SiBr, CH3CN, temperatura ambiente, 24 h

Este segundo método comprende la condensacion de sal sodica de 4-amino-6-
alquil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona, generada preferentemente in situ mediante el tratamiento de
4-amino-6-alil)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona con un equivalente de hidruro de sodio en
dimetilformamida con el llamado “HPMP-synthon” 8, es decir p-tolilsulfonato de 2(S)-2-
[(diisopropiloxifosforil)metoxi]-3-hidroxipropilo. Esto proporciona el diéster de 4-amino-6-
alquil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona que se trata finalmente con bromotrimetilsilano y se elabora

como en el primer método.

Método Il
NH; /NKHZ NH, NH2
NZON © N NH, NN N7 N
J a b | |
C .
o“N o/J\NH o N/l\CHg _— O)\N)\CH;,
H/\OTr K(\OTr H/\OTr ‘\(\OH
C. 0 .0 o\|
" 0=pPOCH(CHa), —pOCH(CHa) - OCH(CH
OCH(CHs); O=PoCH(CH), 0= I P(O)OH),

HPMP-6-metil-5-azacitosina

Condiciones: (a) NH,OH acuoso al 25% + CH3;OH 1:1, temperatura ambiente, 5 dias; (b)
Ortoacetato de trietilo, DMF, 150°C, 3 h; (c) (CH3)3SiBr, CH3CN, temperatura ambiente, 24 h
Generalmente, una mezcla de 2 con amoniaco acuoso en metanol se agita a
temperatura ambiente durante varios dias. La mezcla se evapora y el residuo se coevapora
con etanol absoluto para dar un residuo oleoso de un producto intermedio. Este material se

disuelve a continuacion en DMF y se calienta con el ortoéster apropiado a aproximadamente
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150°C durante varias horas. La mezcla se evapora a continuacién y el residuo se
cromatografi6 en una columna de gel de silice. La desproteccion realizada mediante el
mismo procedimiento que el descrito para HPMP-5-azaC conduce a 6-alquil HPMP-5-azaC
final.

Como alternativa, y para cadenas alquilo mas largas, los derivados de 6-alquilo
pueden prepararse como se ejemplifica en el ejemplo 16.

Anélogamente, como los otros derivados de 5-azacitosina N'-sustituidos (rib6sido,
2-desoxirribésido, arabinésido,...), también el analogo 5-aza de HPMPC sufre una
descomposicidn lenta en solucién acuosa que se desarrolla de acuerdo con el esquema 4 a
continuacion en este documento.

Esquema 4: Equilibrio con 3-Formil-2-{[(2S)-3-Hidroxi-2-

(fosfonometoxi)propil]lcarbamoil}guanidina sédica (3a) y degradacion de la misma

NH, NH,
' /l\ N)\NH
TEAB v N o NH,OH 2
3 =z, == A
© 07 TNH H 0~ "NH
OH OH
O _-P(O)OH), O _-P(O)OH),
3 _ 10

La primera etapa es una apertura reversible del anillo de sim-triazina al derivado de
N-formilguanidina que puede cerrarse de nuevo a la estructura ciclica. Esta etapa se
produce en presencia de un tampén de trialquiamonio, por ejemplo hidrogenocarbonato de
trietilamonio (TEAB), hidréxido de trietilamonio o acetato de trietilamonio. Esta reaccion
hidrolitica es lenta y alcanza el equilibrio a los pocos dias. Estd acompanada por la pérdida
de absorcién UV que permite determinar su curso. El producto de apertura del anillo 3a,
cuando se aplica a los sistemas bioldgicos, posee, por lo tanto, actividad idéntica a la del
propio 5-aza-HPMPC.

Sin embargo, esta hidrdlisis de apertura de anillo reversible estd acompafiada por
una reaccién de desformilacién irreversible del derivado de formilo que da origen a la 2-
{[(25)-3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propillcarbamoil}guanidina sin actividad antiviral (10).
Aunque esta reaccién estd controlada generalmente mediante catdlisis acido-basica,
eventualmente podria acelerarse (o ralentizarse) in vivo mediante la accién de enzimas.

Como en HPMPC y nucledétidos con actividad antiviral o anticancerosa, el caracter
polar del grupo fosfonato interfiere en el transporte del compuesto al interior de la célula y,
especificamente, limita el uso para aplicacién oral del farmaco. Del mismo modo que en los

casos anteriores, este obstaculo puede superarse mediante conversién al éster con un
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diéster hidréfobo o diéster ciclico neutro de menor polaridad, ésteramidatos, bisamidatos y
similares. Los métodos para su preparacion son idénticos a los que se describen en la
técnica anterior.

Los ésteres del compuesto 3 tales como ésteres ciclicos, ésteres de alquilo o

5  ésteres de alcoxialquilo, pueden prepararse de acuerdo con el siguiente esquema:

Esquema 5: sintesis de ésteres

Reactivos: a. N,N-diciclohexil-4-morfolincarboxamidina, 1,3-diciclohexilcarbodiimida
en DMF a temperatura elevada; b. (i) R-OH, 1,3-diciclohexilcarbodiimida vy
dimetilaminopiridina en DMF a temperatura elevada o (ii) R-halogenuro tal como R-halégeno

10 (tales como RBr) en DMF a temperatura elevada; c. NaOH 0,5 M (es decir como se describe

en Beadle, J. R. et al., Antimicrob. Agents Chemother. 2002, 2381-2386).

NZ N NZ N NZ N
| I
/l\ J a /I b /I
0% N — .~ 0N — 07 N
k!’\OH 7 i
O._-PO(OH), O RO OvF’\‘:O
OH R
3 1 NH, /¢
NZ JN
0% N
H/\OH
O_-PO(OH)OR)

Como alternativa, los ésteres del compuesto 3 también pueden prepararse de
acuerdo con el esquema 6:
15  Esquema 6: ruta de sintesis alternativa para ésteres
Reactivos: a. N,N-diciclohexil-4-morfolincarboxamidina, R-halégeno (tal como RCI)
en DMF. La separacion de los productos es posible con técnicas convencionales conocidas

por el experto en la materia.
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La sintesis de bis-fosforamidatos, mono-fosforamidatos o analogos de amidato-
éster mezclados de los fosfonatos de nucleétidos analogos de acuerdo con la invencion
pueden prepararse de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo
como se describe en el documento US5798340. Para la creacion de fosforamidatos, pueden
usarse aminoacidos u otras moléculas que porten una amina libre (no aminas terciarias).

La sintesis de los bis-fosforamidatos puede realizarse convirtiendo directamente el
andlogo de nucledtido libre tal como (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina
en el compuesto de bis-fosforamidato correspondiente. La sintesis comprende el mezclado
del analogo de nucleétido libre en un disolvente tal como DMF seco con aproximadamente 2
equivalentes de aminas o aminoacidos libres, que opcionalmente contienen ademas una
base organica no nucledfila tal como trietilamina (de 3 a 10 equivalentes). La etapa de
deshidratacion se realiza afadiendo a la mezcla anterior una mezcla 1:1 de trifenilfosfina y
disulfuro de 2,2'-dipiridilo (de 2 a 4 equivalentes) y (a) agitacion a temperatura ambiente
durante aproximadamente de 4 a 16 h o (b) calentamiento a de 60°C a 100°C durante
aproximadamente de 4 a 16 horas. El producto de bis-amidato final se recupera y se purifica
mediante métodos convencionales.

Una reaccién alternativa para sintetizar algunos fosforamidatos es convertir un
analogo de fosfonato de nucle6tido en el clorhidrato correspondiente mediante reaccion con
cloruro de tionilo en un disolvente como se describe en el documento EP481214. Un
aminodcido u otra molécula que porta una amina libre se hace reaccionar a continuacion
con el clorhidrato para dar el bis-amidato correspondiente. Los mono-fosforamidatos o éster-
fosforamidatos mezclados pueden sintetizarse de la siguiente manera: Por ejemplo, un bis-
éster pueden convertirse en un éster-fosforamidato mezclado convirtiendo en primer lugar el
bis-éster en un mono-éster mediante el tratamiento con una base débil para retirar un grupo
éster y en una segunda etapa para convertirlo en el amidato. Ademas los ésteres de la
HPMP-5-azaC ciclica pueden convertirse en fosforamidatos de la HPMP-5-azaC ciclica,
retirando en primer lugar el éster en base libre (tal como NaOH 0,5 M) y a continuacion

convirtiéndolo en el amidato.
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La conversién en el amidato puede realizarse como se ha descrito para los Bis-
fosforamidatos.

En una realizacién particular, la férmula (1) corresponde al siguiente compuesto.

NH,

PN
A

N
|

OH

o
| ™

O

Este compuesto puede sintetizarse siguiendo un procedimiento analogo al descrito
en el documento “cycloSal-PMEA and cycloAmb-PMEA: Potentially New Phosphonate
Prodrugs Based on the cycloSal-Pro-nucleotide Approach. Journal of Medicinal Chemistry
(2005), 48, (25), 8079-8086.”

En otra realizacion particular de la presente invencion, pueden prepararse analogos
de derivados de 6-azacitosina de la siguiente manera. La sintesis del congénere 6-
azacitosina se basa en la reaccion de 6-azacitosina con ftritiloximetil-(2S)-oxirano; la
posterior N*-benzoilacién del resto de base da un producto intermedio. Su reaccién con p-
tolilsulfoniloximetilfosfonato de diisopropilo da el derivado de fosfonato completamente
protegido. Usando técnicas de desproteccion convencionales, el andlogo 6-aza de cidofovir
puede obtenerse a partir de este intermedio.

Se ha descubierto que los compuestos de la invencién inhiben la replicacién viral,
especialmente de virus de ADN, y que inhiben trastornos de proliferacién celular inducidos
por virus tales como cancer in vitro e in vivo. Los compuestos han mostrado una potente
actividad contra diferentes virus de las familias Herpesviridae, Orthopoxviridae vy
Papillomaviridae. Han demostrado inhibir la replicacion de diferentes cepas de virus del
herpes simple, Citomegalovirus, virus de la varicela-zéster, virus de la variolovacuna, virus
de la viruela bovina, virus del ectima contagioso y virus del papiloma humano, entre otros.
Los compuestos también han demostrado inhibir trastornos de proliferacion celular
inducidos por virus tales como la formacién de tumores y cancer. En una realizacion
particular, los compuestos de la invencién también pueden usarse para la prevencion o el
tratamiento de infecciones causadas por virus de los Retroviridae tales como VIH (virus de
la inmunodeficiencia humana).

Por lo tanto, 5-aza-HPMPC combina en su estructura tanto la fuerte actividad
antineopldsica como los efecto antivirales dirigidos contra los virus de ADN

(especificamente poxvirus y virus del herpes) que a menudo aparecen en pacientes
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inmunodeprimidos y causan complicaciones en la quimioterapia del cancer.

De este modo, la presente invencién proporciona compuestos que pueden usarse
como una medicina y pueden usarse para la fabricacion de un medicamento para la
prevencion o el tratamiento de infecciones viricas o trastornos de proliferacion celular
inducidos por virus en mamiferos, mas especificamente seres humanos. La presente
invencién proporciona ademas un meétodo para prevenir o tratar una infeccidn virica o un
trastorno de proliferacion celular inducido por virus en un sujeto o paciente, administrando al
paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de derivado de 5-azacitosina
de la presente invencién.

Los compuestos de la invencién se emplean para el tratamiento o la profilaxis de
infecciones viricas, mas particularmente infecciones por virus de ADN. Cuando se usan uno
0 mas compuestos de acuerdo con las férmulas de la solicitud como (I) o (ll), como se
definen en este documento:

- los ingredientes activos de los compuestos pueden administrarse al mamifero
(incluyendo un ser humano) a tratar mediante cualquier medio bien conocido en la
técnica, es decir por via oral, por via intranasal, por via subcutanea, por via
intramuscular, por via intradérmica, por via intravenosa, por via intraarterial, por via
parenteral o mediante cateterizacion.

- la cantidad terapéuticamente eficaz de la preparacién de los compuestos,
especialmente para el tratamiento de infecciones viricas en seres humanos y otros
mamiferos, preferentemente es una cantidad que inhibe una enzima de un virus de
ADN. Més preferentemente, la cantidad que inhibe la replicacién del virus de ADN o
una cantidad que inhibe una enzima del virus de ADN de los derivados de férmula
() o (ll), como se definen en este documento, corresponde a una cantidad que
asegura un nivel en plasma de entre 1 pg/ml y 100 mg/ml. Esto puede conseguirse
mediante la administracién de la dosificacién requerida para obtener dichos niveles
en plasma, dependiendo de este modo de la afeccién patolégica a tratar y del
estado del paciente, dicha cantidad eficaz puede dividirse en varias subunidades al
dia o puede administrarse a intervalos de mas de un dia.

Como es convencional en la técnica, la evaluacién de un efecto sinérgico en una
combinacion de farmacos puede realizarse analizando la cuantificacion de las interacciones
entre farmacos individuales, usando el principio del efecto mediano descrito por Chou et al.
en Adv. Enzyme Reg. (1984) 22: 27. En resumen, este principio afirma que las interacciones
(sinergia, aditividad, antagonismo) entre dos farmacos pueden cuantificarse usando el
indice de combinacién (denominado en lo sucesivo en este documento como IC) definido

por la siguiente ecuacién:
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le 2¢
Ic. = DE . DE :
DE"“  DE™

en el que DE, es la dosis del primer o respectivamente el segundo farmaco usado en
solitario (1a, 2a), o en combinacién con el segundo o respectivamente el primer farmaco (1c,
2c), que se necesita para producir un efecto dado. Dichos primer y segundo farmacos tienen
efectos sinérgicos o aditivos o antagénicos dependiendo de si IC < 1, IC =1, 0 1C > 1,
respectivamente.

La actividad sinérgica de las composiciones farmacéuticas o preparaciones
combinadas de esta invencién contra una infeccion virica también puede determinarse
facilmente por medio de uno o mas ensayos tales como, aunque sin limitarse a, el método
del isobolograma, como ha sido descrito anteriormente por Elion et al., en J. Biol. Chem.
(1954) 208: 477-488 y por Baba et al., en Antimicrob. Agents Chemother. (1984) 25: 515-
517, usando la CEs para calcular la concentracion inhibitoria fraccional (denominada en lo
sucesivo en este documento como CIF). Cuando el indice de CIF minimo correspondiente a
la CIF de compuestos combinados (por ejemplo, CIF, + CIF,) es igual a 1,0, se dice que la
combinacion es aditiva; cuando esta entre 1,0 y 0,5, la combinacién se define como
subsinérgica, y cuando es inferior a 0,5, la combinacién se define como sinérgica. Cuando el
indice de CIF minimo esta entre 1,0 y 2,0, la combinacion se define como subantagonista vy,
cuando es mayor que 2,0, la combinacién se define como antagonista. Este principio puede
aplicarse a una combinacion de diferentes farmacos antivirales de la invencién o a una
combinacion de los farmacos antivirales de la invencién con otros farmacos que muestran
actividad anti-virus de ADN.

La invencion se refiere, por lo tanto, a una composicion farmacéutica o preparacion
combinada que tiene efectos sinérgicos contra una infeccion virica y que contiene:

A)
(a) una combinacién de dos o mas de los derivados de 5-azacitosina de la presente
invencion,
(b) opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticos o vehiculos
farmacéuticamente aceptables,
para su uso simultaneo, por separado o secuencial en el tratamiento o la prevencion de
una infeccidn virica, o
B)
(c) uno o mas agentes antivirales, y
(d) al menos uno de los derivados de 5-azacitosina de la presente invencién, y
() opcionalmente uno o0 mas excipientes farmacéuticos o vehiculos
farmacéuticamente aceptables,

para su uso simultaneo, por separado o secuencial en el tratamiento o la prevencién de una
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infeccién virica.

Los agentes antivirales adecuados para su inclusion en las composiciones
antivirales sinérgicas o preparaciones combinadas de esta invencion incluyen compuestos
anti-virus de ADN tales como, aunque sin limitarse a, Aciclovir y su profarmaco valaciclovir
(por ejemplo, activo contra virus alfa del herpes VHS y VVZ), Ganciclovir y su profarmaco
valganciclovir (por ejemplo, activo contra virus beta del herpes VHH-6 y CMVH vy virus alfa
del herpes VHS y VVZ), Foscavir (por ejemplo, activo contra virus alfa y beta del herpes),
Brivudina (por ejemplo, activo contra VHS-1 y VVZ), Cidofovir (por ejemplo, activo contra
todos los virus de ADN excepto el de la hepatitis B), Adefovir (por ejemplo, activo contra
todos los virus del herpes y el de la hepatitis B) o Lamivudina (por ejemplo, activo contra la
hepatitis B).

La composicién farmacéutica o preparacion combinada con actividad sinérgica
contra una infeccién virica de acuerdo con esta invencion puede contener el derivado de 5-
azacitosina de la presente invencion, compuestos de acuerdo con las férmulas de la
solicitud como (I) o (Il), en un amplio intervalo de contenido dependiendo del uso
contemplado y del efecto esperado de la preparacion. Generalmente, el contenido de
derivados de 5-azacitosina de la presente invencion de la preparacion combinada esta
dentro del intervalo del 0,1 al 99,9% en peso, preferentemente del 1 al 99% en peso, mas
preferentemente del 5 al 95% en peso.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencién, los compuestos de la
invencion pueden emplearse en combinacion con otros agentes terapéuticos para el
tratamiento o la profilaxis de infecciones viricas o trastornos de proliferacion celular. La
invencidn, por lo tanto, se refiere al uso de una composicién que comprende:

(a) uno o mas compuestos de férmula (i) o (ll), y

(b) uno o mas inhibidores de la replicacion viral o inhibidores de la proliferacion celular
como agentes biolégicamente activos, por ejemplo en forma de una preparacion
combinada para su uso simultdneo, por separado o secuencial en terapia de infeccion
virica o trastorno de proliferacién celular.

La presente invencion proporciona ademdas composiciones veterinarias que
comprenden al menos un ingrediente activo como se ha definido anteriormente junto con un
vehiculo veterinario para éstas. Los vehiculos veterinarios son materiales Utiles para el
objetivo de administrar la composicién y pueden ser materiales sélidos, liquidos o gaseosos
gue son en caso contrario son inertes o aceptables en la técnica veterinaria y son
compatibles con el ingrediente activo. Estas composiciones veterinarias pueden
administrarse por via oral, por via parenteral o mediante cualquier otra via deseada.

De forma mas general, la invencién se refiere a los compuestos de acuerdo con las
férmulas de la solicitud como (I) o (Il) que son utiles como agentes que tienen actividad
biologica (particularmente actividad antiviral) o como agentes de diagnéstico. Cualquiera de

los usos mencionados con respecto a la presente invencidon puede restringirse a un uso no
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médico, un uso no terapéutico, un uso no de diagndstico, o exclusivamente un uso in vitro, 0
un uso relacionado con células alejadas de un animal.

Los compuestos de la invencion opcionalmente estan unidos covalentemente a una
matriz insoluble y se usan para cromatografia de afinidad (separaciones, dependiendo de la
naturaleza de los grupos de los compuestos, por ejemplo los compuestos con arilo son
utiles en separaciones por afinidad hidréfoba.

Los expertos en la materia también de daran cuenta de que los compuestos de la
invencidn pueden existir en muchos estados de protonacién diferentes, dependiendo de,
entre otras cosas, el pH de su entorno. Aunque las féormulas estructurales proporcionadas
en este documento representan a los compuestos solamente en uno de varios estados de
protonacién posibles, se entenderd que estas estructuras son solamente ilustrativas, y que
la invencion no esta limitada a ningln estado de protonacion particular, se pretende que
todas y cada una de las formas protonadas de los compuestos entren dentro del alcance de
la invencién.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” como se usa en este
documento significa las formas de sales no tdxicas terapéuticamente activas que los
compuestos de acuerdo con las férmulas de la solicitud como (I) o (Il) son capaces de
formar. Por lo tanto, los compuestos de esta invencién opcionalmente comprenden sales de
los compuestos en este documento, especialmente sales no téxicas farmacéuticamente
aceptables que contienen, por ejemplo, Na*, Li*, K*, Ca*® y Mg*%. Dichas sales puede incluir
las obtenidas mediante combinacién de cationes apropiados tales como iones de metales
alcalinos y alcalinotérreos o iones de amonio y amino cuaternario con un resto anién &cido,
habitualmente un acido carboxilico. Los compuestos de la invencién pueden portar multiples
cargas positivas o negativas. La carga neta de los compuestos de la invenciéon puede ser
positiva 0 negativa. Cualesquiera contraiones asociados vienen dictados habitualmente por
los métodos de sintesis y/o aislamiento mediante los cuales se obtienen los compuestos.
Los contraiones tipicos incluyen, aunque no se limitan a, amonio, sodio, potasio, litio,
haluros, acetato, trifluoroacetato, etc., y mezclas de los mismos. Se entendera que la
identidad de cualquier contraiéon asociado no es una caracteristica critica de la invencién, y
que la invencién abarca los compuestos en asociaciéon con cualquier tipo de contraion.
Ademas, dado que los compuestos pueden existir en diversas formas diferentes, la
invencidon pretende abarcar no solamente formas de los compuestos que estan en
asociacién con contraiones (por ejemplo, sales secas), sino también formas que no estan en
asociacién con contraiones (por ejemplo, soluciones acuosas u organicas). Las sales
metdlicas se preparan habitualmente haciendo reaccionar al hidroxido metalico con un
compuesto de esta invencion. Son ejemplos de sales metdlicas que se preparan de esta
manera sales que contienen Li*, Na*, y K*. Una sal metélica menos soluble puede precipitar
a partir de la solucion de una sal mas soluble mediante adicion del compuesto metalico

adecuado. Ademas, pueden formarse sales a partir de la adicién acida de ciertos acidos
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organicos e inorganicos a centros basicos, habitualmente aminas, o a grupos &cidos. Los
ejemplos de dichos acidos apropiados incluyen, por ejemplo, acidos inorganicos tales como
acidos hidrohalicos, por ejemplo acido clorhidrico o bromhidrico, acido sulfdrico, acido
nitrico, acido fosférico y similares; o &cidos orgénicos tales como, por ejemplo, acético,
propanoico, hidroxiacético, 2-hidroxipropanoico, 2-oxopropanoico, lactico, piravico, oxalico
(es decir etanodioico), malénico, succinico (es decir acido butanodioico), maleico, fumarico,
malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-
toluenosulfénico, ciclohexanosulfamico, salicilico (es decir 2-hidroxibenzoico), p-
aminosalicilico y similares. Ademas, esta expresion también incluye los solvatos que los
compuestos de acuerdo con las formulas de la solicitud como (l) o (Il), asi como sus sales,
son capaces de formar, tales como por ejemplo hidratos, alcoholatos y similares.
Finalmente, se entiende que las composiciones en este documento comprenden
compuestos de la invencibn en su forma no ionizada, asi como zwitteridnica, y
combinaciones con cantidades estequiométricas de agua, como en hidratos.

También se incluyen dentro del alcance de esta invencion las sales de los
compuestos parentales con uno o mas aminodacidos, especialmente los aminoacidos de
origen natural que se encuentran como componentes de las proteinas. El aminoacido es
habitualmente uno que porta una cadena lateral con un grupo basico o acido, por ejemplo,
lisina, arginina o acido glutamico, o un grupo neutro tal como glicina, serina, treonina,
alanina, isoleucina o leucina.

Los compuestos de la invencion también incluyen sales fisiologicamente aceptables
de los mismos Los ejemplos de sales fisiolégicamente aceptables de los compuestos de la
invencion incluyen sales obtenidas a partir de de una base apropiada, tal como un metal
alcalino (por ejemplo, sodio), un alcalinotérreo (por ejemplo, magnesio), amonio y NX*
(donde X es alquilo C4-C,). Las sales fisioldgicamente aceptables de un atomo de hidrégeno
0 un grupo amino incluyen sales de &cidos carboxilicos organicos tales como acidos acético,
benzoico, lactico, fumarico, tartarico, maleico, malénico, malico, isetionico, lactobibnico y
succinico; acidos sulfénicos orgénicos, tales como acidos metanosulfénico, etanosulfénico,
bencenosulfénico y p-toluenosulfénico; y acidos inorganicos, tales como &cidos clorhidrico,
sulfurico, fosfoérico y sulfamico. Las sales fisiolégicamente aceptables de un compuesto que
contiene un grupo hidroxi incluyen el anién de dicho compuesto en combinacién con un
cation adecuado tal como Na' vy NX* (donde X habitualmente se selecciona
independientemente entre H o un grupo alquilo C4-C,). Sin embargo, las sales de acidos o
bases que no son fisioldgicamente aceptables también pueden ser Utiles, por ejemplo, en la
preparacion o purificacién de un compuesto fisiologicamente aceptable. Todas las sales, ya
se obtengan o no de un acido o base fisioldgicamente aceptable, estdn dentro del alcance
de la presente invencién.

Como se usa en este documento y a menos que se indique lo contrario, el término

“enantiomero” significa cada forma Opticamente activa individual de un compuesto de la
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invencién, que tiene una pureza Optica o0 exceso enantiomérico (segun se determina
mediante métodos convencionales en la técnica) de al menos el 80% (es decir al menos el
90% de un enantidmero y como maximo el 10% del otro enantidémero), preferentemente al
menos el 90% y mas preferentemente al menos el 98%.

El término “isbmero” como se usa en este documento significa todas las formas
isoméricas posibles, incluyendo formas tautoméricas y estereoquimicas, que los
compuestos de acuerdo con las férmulas de la solicitud como (I) o (Il) pueden poseer, pero
sin incluir isbmeros de posicion. Habitualmente, las estructuras mostradas en este
documento ejemplifican solamente una forma tautomérica o de resonancia de los
compuestos, pero las configuraciones alternativas correspondientes también se contemplan.

A no ser que se indique lo contrario, la designacién quimica de los compuestos
indica la mezcla de todas las formas estereoquimicamente isoméricas posibles, conteniendo
dichas mezclas todos los diasterebmeros y enantiomeros (dado que los compuestos de
acuerdo con las formulas de la solicitud como () o (ll) pueden tener al menos un centro
quiral) de la estructura molecular béasica, asi como los compuestos estereoquimicamente
puros o enriquecidos. Mas particularmente, los centros estereogénicos pueden tener la
configuracién R- o S-, y los enlaces multiples pueden tener la configuracion cis- o trans-. Las
formas isoméricas puras de dichos compuestos se definen como isémeros sustancialmente
libres de otras formas enantioméricas o diastereoméricas de la misma estructura molecular
bésica. En particular, la expresién “estereoquimicamente puro” o “quiralmente puro” se
refiere a compuestos que tienen un exceso esterecisomérico de al menos aproximadamente
el 80% (es decir al menos el 90% de un isémero y como maximo el 10% de los demas
isdbmeros posibles), preferentemente al menos el 90%, mas preferentemente al menos el
94% y de la forma mas preferente al menos el 97%. Las expresiones “enantioméricamente
puro” y “diastereoméricamente puro” deben entenderse de manera similar, teniendo en
cuenta el exceso enantiomérico, o respectivamente el exceso diastereomérico, de la mezcla
en cuestibn. La separacion de esterecisomeros se consigue mediante métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia. Un enantiomero de un compuesto
de la invencion puede separarse sustancialmente libre de su enantiémero opuesto mediante
un método tal como formacion de diasteredmeros usando agentes de resolucién
opticamente activos (“Stereochemistry of Carbon Compounds” (1962) de E. L. Eliel, McGraw
Hill; o Lochmuller (1975) J. Chromatogr., 113: (3) 283-302). La separacién de isémeros en
una mezcla pueden conseguirse mediante cualquier método adecuado, incluyendo: (1)
formacién de sales ibnicas, diastereoméricas con compuestos quirales y separacion
mediante cristalizacion fraccionada u otros métodos, (2) formaciébn de compuestos
diastereoméricos con reactivos de derivatizacion quiral, separacién de los diastereémeros, y
conversion a los enantiomeros puros, o (3) los enantibdmeros pueden separarse
directamente en condiciones quirales. Con el método (1), pueden formarse sales

diastereoméricas mediante reaccion de bases quirales enantioméricamente puras tales
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como brucina, quinina, efedrina, estricnina, a-metil-b-feniletilamina (anfetamina), y similares
con compuestos asimétricos que portan funcionalidad acida, tales como acido carboxilico y
acido sulfonico. Puede inducirse la separacion de las sales diastereoméricas mediante
cristalizacion fraccionada o cromatografia i6nica. Para la separacion de los isobmeros 6pticos
de compuestos amino, la adicién de acidos carboxilico o sulfénico quirales, tales como &cido
canforsulfénico, acido tartérico, acido mandélico, o &cido lactico puede dar como resultado
la formacion de las sales diastereoméricas. Como alternativa, mediante el método (2), el
sustrato a resolver puede hacerse reaccionar con un enantiémero de un compuesto quiral
para formar un par diastereomérico (Eliel, E. y Wilen, S. (1994) Stereochemistry of Organic
Compounds, John Wiley & Sons, Inc., p. 322). Los compuestos diastereoméricos puede
formarse haciendo reaccionar a compuestos asimétricos con reactivos de derivatizacién
quiral enantioméricamente puros, tales como derivados de mentilo, seguido de la
separacién de los diasteredbmeros e hidrdlisis para dar los compuestos enriquecidos
enantioméricamente, libres de la invencion. Un método de determinacién de la pureza éptica
implica preparar ésteres quirales, tales como un éster mentilico o éster de Mosher, acetato
de a-metoxi-a- (trifluorometil)fenilo (Jacob Ill. (1982) J. Org. Chem. 47:4165), de la mezcla
racémica, y analizar el espectro de RMN para detectar la presencia de los dos
diasteredmeros atropisoméricos. Los diasteredbmeros estables pueden separarse y aislarse
mediante cromatografia de fase normal e inversa siguiendo métodos para la separacién de
naftil-isoquinolinas atropisoméricas (Hoye, T., WO 96/15111). En el método (3), una mezcla
racémica de dos enantibmeros asimétricos se separa mediante cromatografia usando una
fase estacionaria quiral. Las fases estacionarias quirales adecuadas son, por ejemplo,
polisacaridos, en particular derivados de celulosa o amilosa. Las fases estacionarias
quirales a base de polisacaridos disponibles en el mercado son ChiralCel™ CA, OA, OBS5,
0OC5, OD, OF, OG, OJ y OK, y ChiralpakTM AD, AS, OP(+) y OT(+). Los eluyentes o fases
méviles apropiadas para su uso en combinacion con dichas fases estacionarias quirales de
polisacéridos son hexano y similares, modificadas con un alcohol tal como etanol,
isopropanol y similares. (“Chiral Liquid Chromatography” (1989) W. J. Lough, Ed. Chapman
and Hall, Nueva York; Okamoto, (1990) “Optical resolution of dihydropyridine enantiomers
by High-performance liquid chromatography using phenylcarbamates of polysaccharides as
a chiral stationary phase”, J. of Chromatogr. 513: 375-378).

Los términos cis y trans se usan en este documento de acuerdo con la
nomenclatura del documento Chemical Abstracts e incluyen referencia a la posicion de los
sustituyentes en un resto del anillo. La configuracion estereoquimica absoluta de los
compuestos de acuerdo con las formulas de la solicitud como (l) o (ll) puede determinarse
facilmente por los expertos en la materia mientras usan métodos bien conocidos tales como,
por ejemplo, difraccion de rayos X o RMN.

Los compuestos de la invencién pueden formularse con vehiculos y excipientes

convencionales, que se seleccionaran de acuerdo con la préactica ordinaria. Los
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comprimidos contendran excipientes, glidantes, cargas, aglutinantes y similares. Las
formulaciones acuosas se preparan de forma estéril, y cuando se disefan para el suministro
mediante una ruta diferente a la administraciéon oral generalmente seran isoténicas. Las
formulaciones opcionalmente contienen excipientes tales como los que se muestran en el
documento “Handbook of Pharmaceutical Excipients” (1986) e incluyen &cido ascérbico y
otros antioxidantes, agentes quelantes tales como EDTA, carbohidratos tales como dextrina,
hidroxialquilcelulosa, hidroxialquilmetilcelulosa, acido estearico y similares.

Posteriormente, la expresiéon “vehiculo farmacéuticamente aceptable” como se usa
en este documento, significa cualquier material o sustancia con la que el ingrediente activo
se formula para facilitar su aplicacion o diseminacion al lugar a tratar, por ejemplo
disolviendo, dispersando o difundiendo dicha composicion, y/o para facilitar su
almacenamiento, transporte o manejo sin alterar su eficacia. El vehiculo farmacéuticamente
aceptable puede ser un sélido o un liquido o un gas que se ha comprimido para formar un
liquido, es decir las composiciones de esta invencién pueden usarse adecuadamente como
concentrados, emulsiones, soluciones, granulados, polvos, pulverizaciones, aerosoles,
suspensiones, pomadas, cremas, comprimidos, pildoritas o polvos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para su uso en dichas composiciones
farmacéuticas y su formulaciéon son bien conocidas por los expertos en la materia, y no hay
ninguna restriccion particular a su seleccién en la presente invencion. También puede incluir
aditivos tales como agentes humectantes, agentes dispersantes, pegamentos, adhesivos,
agentes emulsionantes, disolventes, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos
(por ejemplo fenol, acido sorbico, clorobutanol), agentes isotonicos (tales como azicares o
cloruro sddico) y similares, siempre que los mismos sean consecuentes con la practica
farmacéutica, es decir vehiculos y aditivos que no creen un dafo permanente a mamiferos.
Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden prepararse de cualquier
manera conocida, por ejemplo mezclando de forma homogénea, recubriendo y/o triturando
los ingredientes activos, en un procedimiento de una etapa o de etapas multiples, con el
material vehiculo seleccionado y, donde sea apropiado, los demas aditivos tales como
agentes tensioactivos también pueden prepararse mediante micronizacién, por ejemplo con
la intencion de obtenerlas en forma de microesferas que tienen habitualmente un diametro
de aproximadamente 1 a 10 um, concretamente para la fabricacién de microcapsulas para
liberacién controlada o sostenida de los ingredientes activos.

Los agentes tensioactivos adecuados, también conocidos como emulgente o
emulsionante, que se usaran en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
son materiales no idnicos, catidnicos y/o anidnicos que tienen buenas propiedades
emulsionantes, dispersantes y/o humectantes. Los tensioactivos anionicos adecuados
incluyen tanto jabones solubles en agua como agentes tensioactivos sintéticos solubles en
agua. Los jabones adecuados son sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, sales de

amonio sin sustituir o sustituidas o acidos grasos superiores (C1o-Cs,), por ejemplo las sales
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de sodio o de potasio de acido oleico o estearico, o de mezcla de acidos grasos naturales
gue pueden obtenerse a partir de aceite coco o aceite de sebo. Los tensioactivos sintéticos
incluyen sales de sodio o de calcio de acidos poliacrilicos; sulfonatos y sulfatos grasos;
derivados de bencimidazol sulfonados y alquilarilsulfonatos. Los sulfonatos o sulfatos grasos
estan habitualmente en forma de sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, sales de
amonio no sustituidas o sales de amonio sustituidas por un radical alquilo o acilo que tiene
de 8 a 22 4tomos de carbono, por ejemplo la sal de sodio o de calcio de acido lignosulfénico
o acido dodecilsulfénico o una mezcla de sulfatos de alcohol graso obtenidos a partir de
acidos grasos naturales, sales de metales alcalinos o alcalinotérreos de ésteres de acido
sulftrico o sulfénico (tales como lauril sulfato sddico) y acidos sulfénicos de aductos de
alcohol graso/6xido de etileno. Los derivados de bencimidazol sulfonados adecuados
contienen preferentemente de 8 a 22 4&tomos de carbono. Son ejemplos de
alquilarilsulfonatos las sales de sodio, calcio o alcanolamina de &cido
dodecilbencenosulfénico o acido dibutil-naftalenosulfénico o un producto de condensacion
de acido naftalenosulfonico/formaldehido. También son adecuados los fosfatos
correspondientes, por ejemplo sales del éster de acido fosférico y un aducto de p-nonilfenol
con oOxido de etileno y/o propileno, o fosfolipidos. Los fosfolipidos adecuados para este fin
son los fosfolipidos naturales (que se originan a partir de células animales o vegetales) o
sintéticos de tipo cefalina o lecitina tales como por ejemplo fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina,  fosfatidilglicerina, lisolecitina,  cardiolipina,  dioctanilfosfatidilcolina,
dipalmitoilfofatidilcolina y sus mezclas.

Los tensioactivos no iénicos adecuados incluyen derivados polietoxilados y
polipropoxilados de alquilfenoles, alcoholes grasos, &cidos grasos, aminas o amidas
alifaticas que contienen al menos 12 atomos de carbono en la molécula,
alquilarensulfonatos y dialquilsulfosuccinatos, tales como derivados de éter poliglicélico de
alcoholes alifaticos y cicloalifaticos, acidos grasos saturados e insaturados y alquilfenoles,
conteniendo dichos derivados preferentemente de 3 a 10 grupos de éter glicélico y de 8 a 20
atomos de carbono en el resto de hidrocarburo (alifatico) y de 6 a 18 atomos de carbono en
el resto alquilo del alquilfenol. Tensioactivos no idnicos adecuados adicionales son aductos
solubles en agua de oxido de polietileno con polipropilenglicol,
etilendiaminopolipropilenglicol que contiene de 1 a 10 atomos de carbono en la cadena
alquilo, aductos que contienen a 20 a 250 grupos de éter etilenglicélico y/o de 10 a 100
grupos de éter propilenglicélico. Dichos compuestos habitualmente contienen de 1 a 5
unidades de etilenglicol por unidad de propilenglicol. Son ejemplos representativos de
tensioactivos no iénicos nonilfenol-polietoxietanol, éteres poliglicolicos de aceite de ricino,
aductos de polipropileno/6xido de polietileno, tributilfenoxipolietoxietanol, polietilenglicol y
octilfenoxipolietoxietanol. Los ésteres de acidos grasos de polietileno sorbitan (tales como
trioleato de polioxietilen sorbitan), glicerol, sorbitan, sacarosa y pentaeritritol también son

tensioactivos no ibnicos adecuados.
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Los tensioactivos catidnicos adecuados incluyen sales de amonio cuaternario,
particularmente haluros, que tienen 4 radicales de hidrocarburo opcionalmente sustituidos
por halo, fenilo, fenilo sustituido o hidroxi; por ejemplo sales de amonio cuaternario que
contienen como N-sustituyente al menos un radical alquilo C8C22 (por ejemplo cetilo,
laurilo, palmitilo, miristilo, oleilo y similares) y, como sustituyentes adicionales, radicales
alquilo inferior, bencilo y/o e hidroxialquilo inferior no sustituidos o halogenados.

Una descripcion més detallada de agentes tensioactivos adecuados para este fin
puede encontrarse, por ejemplo, en los documentos “McCutcheon's Detergents and
Emulsifiers Annual” (MC Publishing Crop., Ridgewood, Nueva Jersey, 1981), “Tensid-
Taschenbuch”, 22 ed. (Hanser Verlag, Viena, 1981) y “Encyclopaedia of Surfactants”,
(Chemical Publishing Co., Nueva York, 1981).

Los compuestos de la invencién y sus sales fisiolégicamente aceptables (en lo
sucesivo denominados de forma colectiva como los ingredientes activos) pueden
administrarse mediante cualquier via apropiada para la afeccion a tratar, incluyendo las vias
adecuadas oral, rectal, nasal, tépica (incluyendo ocular, bucal y sublingual), vaginal y
parenteral (incluyendo subcuténea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y
epidural). La via de administracion preferida puede variar con, por ejemplo, el estado del
receptor.

Aunque es posible que los ingredientes activos se administren en solitario es
preferible presentarlos como formulaciones farmacéuticas. Las formulaciones, para uso
tanto veterinario como humano, de la presente invencion comprenden al menos un
ingrediente activo, como se ha descrito anteriormente, junto con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables para éste y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.
Los vehiculos son, de forma éptima, “aceptables” en el sentido de ser compatibles con los
demas ingredientes de la formulacién y no ser perjudiciales para el receptor de la misma.
Las formulaciones incluyen aquellas adecuadas para administracion oral, rectal, nasal,
tépica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo subcuténea,
intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y epidural). Las formulaciones pueden
presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Dichos
métodos incluyen la etapa de asociar el ingrediente activo con el vehiculo que constituye
uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando
uniforme e intimamente el ingrediente activo con vehiculos liquidos o vehiculos soélidos
finamente divididos 0 ambos y a continuacion, en caso necesario, dando forma al producto.

Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para administracion oral
pueden presentarse con unidades discretas tales como cépsulas, capsulas comprimidas o
comprimidos, contendiendo cada uno una cantidad predeterminada del ingrediente activo;
en forma de polvo o granulos; en forma de una solucién o una suspension en liquido acuoso

o un liquido no acuoso; o en forma de una emulsion liquida de aceite en agua o una
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emulsion liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también puede presentarse como
una embolada, electuario o pasta.

Un composicién puede prepararse mediante compresion o moldeo, opcionalmente
con uno o mas ingredientes accesorios. Los comprimidos formados por compresion pueden
prepararse comprimiendo en una maquina adecuada el ingrediente activo en una forma
fluida tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante, lubricante,
diluyente inerte, conservante, agente tensioactivo o dispersante. Los comprimidos
moldeados pueden prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla del
compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden
estar recubiertos o ranurados y pueden formularse para proporcionar liberacion lenta o
controlada del ingrediente activo en su interior. Para infecciones oculares o de otros tejidos
externos por ejemplo boca y piel, las formulaciones se aplican opcionalmente como una
pomada o crema tépica que contiene el(los) ingredientes activo(s) en una cantidad de, por
ejemplo, del 0,075 al 20% en p/p (incluyendo ingrediente(s) activo(s) en un intervalo entre el
0,1% y el 20% en incrementos del 0,1% en p/p tales como el 0,6% en p/p, el 0,7% en p/p,
etc.), preferentemente del 0,2 al 15% en p/p y de la forma mas preferente del 0,5 al 10% en
p/p. Cuando se formulan en una pomada, los ingredientes activos pueden emplearse con
una base de pomada parafinica o miscible en agua. Como alternativa, los ingredientes
activos pueden formularse en una crema con una base de crema de aceite en agua. Si se
desea, la fase acuosa de la base de crema puede incluir, por ejemplo, al menos el 30% en
p/p de un alcohol polihidrico, es decir un alcohol que tiene dos o mas grupos hidroxilo tales
como propilenglicol, butano-1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol y prolietilenglicol (incluyendo
PEG400) y mezclas de los mismos. Las formulaciones tépicas pueden incluir idealmente un
compuesto que potencia la absorcidn o penetracion del ingrediente activo a través de la piel
u otras areas afectadas. Los ejemplos de dichos potenciadores de la penetracién dérmica
incluyen dimetilsulféxido y analogos relacionados. La fase oleosa de las emulsiones de esta
invencion puede estar constituida, a partir de ingredientes conocidos, de manera conocida.
Aunque la fase puede comprender simplemente un emulsionante (conocido de otro modo
como emulgente), comprende idealmente una mezcla de al menos un emulsionante con una
grasa o un aceite o tanto con una grasa como con un aceite. Opcionalmente, se incluye un
emulsionante hidréfilo junto con un emulsionante lip6filo que actla como estabilizante.
También se prefiere incluir tanto un aceite como una grasa. Juntos, el(los) emulsionante(s)
con o sin estabilizante(s) forman la llamada cera emulsionante, y la cera junto con el aceite
y la grasa forman la llamada base de pomada emulsionante que forma la fase dispersa
oleosa de las formulaciones de crema. La eleccidén de aceites o0 grasas adecuadas para la
formulacién se basa en conseguir las propiedades cosméticas deseadas, dado que la
solubilidad del compuesto activo en la mayoria de los aceites que es probable que se usen
en formulaciones de emulsién farmacéuticas es muy baja. De este modo, la crema debe ser

opcionalmente un producto no graso, que no manche y lavable con una consistencia



10

15

20

25

30

35

ES 2358354 T3

-34 -

adecuada para evitar la fuga de tubos u otros recipientes. Pueden usarse ésteres de alquilo
mono o dibasicos de cadena lineal o ramificada tales como diisoadipato, estearato de
isocetilo, diéster propilenglicélico de acidos grasos de coco, miristato de isopropilo, oleato
de decilo, palmitato de isopropilo, estearato de butilo, palmitato de 2-etihexilo 0 una mezcla
de ésteres de cadena ramificada conocida como Crodamol CAP, siendo los tres ultimos los
ésteres preferidos. Estos pueden usarse en solitario o en combinacion, dependiendo de las
propiedades requeridas. Como alternativa, pueden usarse lipidos de alto punto de fusion
tales como parafina blanda blanca y/o parafina liquida u otros aceites minerales.

Las formulaciones adecuadas para administracion tépica al ojo incluyen ademas
gotas oculares en las que el ingrediente activo se disuelve o se suspende en un vehiculo
adecuado, especialmente un disolvente acuoso para el ingrediente activo. El ingrediente
activo esta presente opcionalmente en dichas formulaciones en una concentracién del 0,5 al
20%, ventajosamente del 0,5 al 10% particularmente aproximadamente el 1,5% en p/p. Las
formulaciones adecuadas para administracion tépica en la boca incluyen grageas que
comprenden el ingrediente activo en una base con sabor, habitualmente sacarosa y goma
arabiga o goma tragacanto; pastillas que comprenden el ingrediente activo en una base
inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga; y enjuagues bucales que
comprenden el ingrediente activo en un vehiculo liquido adecuado.

Las formulaciones para administracién rectal pueden presentarse como un
supositorio con una base adecuada que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un
salicilato. Las formulaciones adecuadas para administracién nasal en las que el vehiculo es
un sélido incluyen un polvo grueso que tiene un tamano de particula, por ejemplo en el
intervalo de 20 a 500 micrémetros (incluyendo tamafos de particula en un intervalo entre 20
y 500 micrémetros en incrementos de 5 micrémetros tales como 30 micrémetros, 35
micrometros, etc.), que se administra de la manera en la que se toma rapé, es decir
mediante una rapida inhalacién a través del conducto nasal desde un recipiente del polvo
mantenido cerca de la nariz. Las formulaciones adecuadas en las que el vehiculo es un
liquido, para administracién como por ejemplo un pulverizador nasal o como gotas nasales,
incluyen soluciones acuosas u oleosas del ingrediente activo. Las formulaciones adecuadas
para administracién en aerosol pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales
y pueden administrarse con otros agentes terapéuticos.

Las formulaciones adecuadas para administracion vaginal pueden presentarse
como pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de
pulverizacion que contienen, ademas del ingrediente activo, vehiculos tales que se sabe en
la técnica que son apropiados.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones
para inyeccion estéril acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que hacen a la formulacién isotonica con la sangre del receptor

pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
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suspension y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de
dosis unitaria o dosis mdultiple, por ejemplo ampollas y viales sellados, y pueden
almacenarse en estado seco por congelacion (liofilizado) requiriendo solamente la adicion
del vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes del
uso. Pueden prepararse soluciones y suspensiones para inyeccion extemporanea a partir de
polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo descrito anteriormente.

Las formulaciones de dosificacién unitaria preferidas son aquellas que contienen
una dosis diaria o sub-dosis diaria unitaria, como se ha descrito anteriormente en este
documento, o una fraccién apropiada de la misma, de un ingrediente activo.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes mencionados particularmente
anteriormente, las formulaciones de esta invencion pueden incluir otros agentes
convencionales en la técnica y que tienen en cuenta el tipo de formulacién en cuestién, por
ejemplo aquellas adecuadas para administracién oral pueden incluir agentes saborizantes.

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para proporcionar formulaciones
farmacéuticas de liberacién controlada que contienen, como ingrediente activo, uno o mas
compuestos de la invencién (“formulaciones de liberacion controlada”) en las que la
liberacion del ingrediente activo puede controlarse y regularse para permitir una dosificacién
con menos frecuencia o para mejorar el perfil farmacocinético o de toxicidad de un
compuesto de la invencién dado. Las formulaciones de liberacién controlada adaptadas
para administracion oral en la que unidades discretas que comprenden uno o mas
compuestos de la invencion pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales.

Pueden incluirse ingredientes adicionales para controlar la duracién de la accién del
ingrediente activo en la composicién. De este modo, pueden conseguirse composiciones de
liberacion controlada seleccionado vehiculos poliméricos apropiados tales como, por
ejemplo, poliésteres, poliaminodcidos, polivinilpirrolidona, copolimeros de etileno-acetato de
vinilo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina y similares. La tasa de
liberacion del farmaco y la duracién de la accién también pueden controlarse incorporando
el ingrediente activo en particulas, por ejemplo microcdpsulas, de una sustancia polimérica
tal como hidrogeles, acido polilactico, hidroximetilcelulosa, metacrilato de polinietilo y los
demas polimeros descritos anteriormente. Dichos métodos incluyen sistemas de
administraciéon de farmacos coloidales como liposomas, microesferas, microemulsiones,
nanoparticulas, nanocapsulas y demas. Dependiendo de la via de administracion, la
composicién farmacéutica puede requerir recubrimientos protectores. Las formas
farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de las mismas. Los vehiculos
tipicos para este fin incluyen, por lo tanto, tampones acuosos biocompatibles, etanol,
glicerol, propilenglicol, prolietilenglicol y similares y mezclas de los mismos.

En vista del hecho de que, cuando se usan varios ingredientes activos en

combinacion, estos no necesariamente producen su efecto terapéutico conjunto
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directamente al mismo tiempo en el mamifero a tratar, la composicién correspondiente
también puede estar en forma de un kit 0 envase médico que contiene los dos ingredientes
en depositos 0 compartimentos separados pero adyacentes. En este ultimo contexto, cada
ingrediente activo puede formularse, por lo tanto, de una manera adecuada para una via de
administracién diferente de la del otro ingrediente, por ejemplo uno de ellos puede estar en
forma de una formulacién oral o parenteral mientras que el otro estad en forma de una
ampolla para inyeccion intravenosa o un aerosol.

El estudio de la actividad biolégica contra virus representativos, la descripcién de la
actividad sobre modelos animales in vivo seleccionados, los métodos de preparacion del
compuesto del titulo 3 de acuerdo con la invencién, asi como de los intermedios y derivados
sintéticos necesarios se describen en los siguientes ejemplos. Los compuestos de acuerdo
con las formulas de la solicitud como (1) o (Il) pueden prepararse mientras se usan una serie
de reacciones quimicas conocidas por los expertos en la materia, que forman todas juntas el
proceso para preparar dichos compuestos y que se ejemplifican a continuacién. Los
siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de ilustrar la presente invencion y no
pretenden ser en absoluto y no debe interpretarse de ninguna manera que son limitantes del
alcance de la presente invencion.

EJEMPLO 1: Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (3) con el
uso de (2S)-2-[(tritiloxi]metilloxirano.

(a) Sintesis de (S)-1-[2-Hidroxi-3-(trifenilmetoxi)propil]-5-azacitosina (1):
Una suspensién de 5-azacitosina (2 g, 17,8 mmoles) y (2S)-2-[(tritiloxilmetilJoxirano

(5,63 g, 17,8 mmoles) en dimetilsulféxido seco (20 ml) se calenté a 120°C. Se anadié un
sedimento de hidréxido de sodio (60 mg, 1,5 mmoles), el calentamiento con agitacion
continué hasta la disolucién y a continuaciéon durante 10 h adicionales. La mezcla de
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se vertié en una columna de alimina neutra
(150 ml) equilibrada en tolueno. La elucién se realizé con una mezcla de tolueno - acetato
de etilo (1:1) hasta la caida de la absorcién de UV seguida de acetato de etilo (200 ml) y a
continuacion un sistema de acetato de etilo - acetona - etanol - agua (18:3:1:1). La pureza
del producto se control6 mediante TLC en el mismo sistema. Todas las fracciones que
contienen producto (que siguen conteniendo dimetilsulfoxido) se hicieron precipitar, el
residuo se codestilé con dimetilformamida (2 x 100 ml) y a continuacién con tolueno (100
ml). El residuo semisélido se cristaliz6 a partir de una mezcla de tolueno - acetona (2:1), el
material cristalino se recogi6 por aspiracion, se lavé con éter dietilico y se seco6 al aire.
Rendimiento 6,5 g de 1 (83%), cristales blancos,

- punto de fusién 130-132°C,

- para CpsHo4N4O3 .0,5 H20 (437,5) calculado: 68,63% C, 5,76% H, 12,81% N;

encontrado: 68,82% C, 5,87% H, 12,25% N.
- FAB MS, m/z (%): 429 (2) [M+H], 243 (100) [tritilo], 113 [5-azacitosina + H].
- 'H RMN (DMSO-dg): 8,08 s, 1H (H-6); 7,42 m, 6 H (H-arom.); 7,40 s ancho, 1H
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(NH,); 7,36 m, 6H (H-arom.); 7,30 s ancho, 1H (NH2); 7,27 m, 3H (H-arom); 4,04 dd,
1H, J(1'a’,2’) = 3,2, J(gem) = 13,4 (H-1’a); 3,92 m, 1H (H-2’); 3,41 dd, 1H, J(1'b,2) =
9,1 (H-1’b); 2,97 dd, 1H, J(3'a,2’) = 5,0, J{gem) = 9,4 (H-3'a); 2,88 dd, 1H, J(3'b,2’) =
5,5 (H-3'b).

3C RMN (DMSO-dg): 166,70 (C-4); 159,89 (C-6); 154,26 (C-2); 143,88, 3C (tritilo);
128,43, 6C (tritilo); 128,10, 6C (tritilo); 127,23, 3C (tritilo); 86,07 (O-C); 66,77 (C-2);
66,15 (C-3); 50,55 (C-1°).

(b) Sintesis de (S)-1-[2-(Diisopropilfosforilmetoxi)-3-(tritiloxi)propil]-5-azacitosina (2):

Método A. Una suspension de 1 (785 mg, 1,8 mmoles) en dioxano seco (4 ml) se agitd
con terc-butéxido de sodio (220 mg, 2,3 mmoles). Después de una completa disolucién
del material de partida (aproximadamente 15 minutos) se afadié bromometilfosfonato
de diisopropilo (700 mg, 2,7 mmoles) y la mezcla se calent6 a 80°C durante 6 h, y a
continuacion se enfrio a temperatura ambiente, se neutralizé6 gota a gota con &cido
acético a pH 7 y se hizo precipitar. El residuo se cromatografié en gel de silice (300 ml)
en el sistema de cloroformo - metanol - trietilamina (100:5:1). Después de la elucion de
una mezcla de sub-productos (Rr 0,40), el producto deseado (Rr 0,35) se eluyo; el
resto del compuesto de partida que no reacciond se eluyé con Rg 0,30 (215 mg, 27%).
Las fracciones que contenian el producto se evaporaron para dar 400 mg de 2 (36%)
como una espuma blanca,

[alp -36,3 (c 0,715, CHCl3),

para CgzH3gN4OgP (606,6) calculado: 63,36% C, 6,50% H, 9,24% N, 5,11% P;

encontrado: 63,18% C, 6,57% H, 9,04% N, 5,32% P,

FAB MS, m/z (%): 629 (0,6) [M+Na], 365 (0,2) [M-tritilo + 2H]; 243 (100) [tritilo],

'H RMN (DMSO-dg): 8,08 s, 1H (H-6); 7,41 d, 6H (H-arom.); 7,36 s ancho, 2H

(NH2); 7,351, 6H y 7,27 t, 3H (H-arom.); 4,54 m, 2H (P-OCH); 3,93 dd, 1H, J(1’a,2)

= 3,7, J(gem) = 13,8 (H-1’a); 3,85 m, 1H (H-2); 3,77 d, 1H, J(P,CH) = 8,3 (PCH,);

3,75 d, 1H, J(P,CH) = 8,4 (PCHy); 3,64 dd, 1H, J(1'b,2’) = 9,5 (H-1'b); 3,23 dd, 1H,

J@Ba,2) = 3,5, J(gem) = 10,6 (H-3’a); 2,92 dd, 1H, J(3'b,2’) = 4,4 (H-3'b); 1,22 d, 3H,

1,21d,3H,1,20d,3Hy 1,17 d, 3H, J(CH3,CH) = 6,1 (CHa).

3C RMN (DMSO-dg): 166,615 (C-4); 159,665 (C-6); 154,09 (C-2); 143,65, 3C,

128,47, 6C, 128,10, 6C, 127,13, 3C y 86,36 (tritilo); 77,87 d, J(P,C) = 12,2 (C-2));

70,40 d y 70,38 d, J(P,C) = 6,4 (P-O-C); 63,97 d, J(P,C) = 165,05 (P-C); 63,31 (C-

3); 48,04 (C-1"); 23,93 d, 23,91 d, 23,89 d y 23,77 d, J(P,C) = 3,9 (CH,).
Método B. Se anadié hidruro de sodio (suspension al 60% en aceite mineral, 100 mg,
2,5 mmoles) a una suspension de 1 (830 mg, 2,0 mmoles de dioxano (5 ml). La mezcla
se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se afadié
bromometilfosfonato de diisopropilo (674 mg, 2,6 mmoles) y la mezcla de reaccién se
agitdé a 100°C durante 5 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla

completa se aplicé sobre una columna de gel de silice (150 ml) y se cromatografi6 en el
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sistema de cloroformo - metanol - trietilamina (100:5:1). Después de la elucién de los
sub-productos cromatograficamente rapidos, el fosfonato deseado 2 (Rr 0,35) se
obtuvo con un rendimiento de 500 mg (41%), seguido del compuesto de partida
regenerado (250 mg, 30%).

(c) Sintesis de (S)-1-[3-Hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (3)

Una suspension del éster diisopropilico anterior 2 (2,27 g, 6,23 mmoles) en
acetonitrilo seco (60 ml) se agité con bromotrimetilsilano (4,75 ml, 35 mmoles) en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla se hizo precipitar a 30°C y el
residuo se coevapor6é con acetonitrilo (2 x 100 ml). Se afiadié una solucién 0,2 M de
hidrogenocarbonato de trietilamonio (100 ml), la solucién resultante (pH = 7,5) se dej6
aparte durante 10 minutos y a continuacion se anadié Dowex 50 (forma de piridinio) a la
reaccién neutra (pH 7,0). El sélido se retird6 por filtracion, un filtrado se concentré a
aproximadamente 25 ml y se aplicé sobre una columna de Dowex 1 (forma de acetato, 150
ml). La elucién se realizé con agua (1 1), y a continuacién con un gradiente lineal de acido
acético (0,5-1 M, 500 ml) y finalmente, el producto puro 3 se eluyé con acido férmico 1 M.
Las fracciones que contenian el producto se hicieron precipitar, el residuo se coevapor6 con
agua hasta una completa retirada del acido férmico (4 x 50 ml) y el residuo se cristaliz6 a
partir de agua. Los cristales se recogieron por aspiracion, se lavaron con etanol y éter y se
secaron al vacio. Rendimiento 930 mg de 3 (53%),

- punto de fusién 175-178°C,

- [a]p -43,7 (¢ 0,308, H,0).

- UV, Apax: 245 nm (pH 7), 254 nm (pH 2).

- Para C;H3N4O¢P.HO (298,2) calculado: 28,20% C, 5,07% H, 18,79% N, 10,39% P;

encontrado: 28,29% C, 4,76% H, 18,55% N, 10,36% P.

- FAB MS, m/z (%): 281,1 (4) [M+H]. HR MS (FAB): Para C;H{4N,OsP [M+H]

calculado: 281,0651; encontrado: 281,0657.

- "H RMN (D,0): 8,30 s (H-8); 4,13 dd, 1H, J(1’a,2) = 3,3, J(gem) = 14,3 (H-1"a);

3,835 dd, 1H, J(1'b,2’) = 8,1 (H-1’b); 3,85 dd, 1H, J(3’a,2’) = 3,7, J(@gem) = 12,6 (H-

3'a); 3,76 dd, 1H, J(P,CH) = 9,3, J(gem) = 12,9 (PCH,); 3,74 m, 1H (H-2’); 3,62 dd,

1H, J@3'b,2’) = 4,2 (H-3'b); 3,56 dd, 1H, J(P,CH) = 9,8, J(gem) = 12,9 (PCH,,).

- C RMN (D,0): 166,20 (C-4); 160,77 (C-6); 156,64 (C-2); 79,18 d, J(P,C) = 12,2 (C-

2’); 66,36 d, J(P,C) = 156,25 (P-C); 48,24 (C-1’).

EJEMPLO 2: Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (3) con el

uso de HPMP-synthon (8).

(a) Sintesis de (R)-1-O-Bencil-3-O-tritilglicerol (4)

Se anadid cloruro de tritilo (56 g) por porciones a una solucién de 1-O-bencil-(R)-
glicerol (36,4 g, 0,2 moles) y 4-dietilaminopiridina (1 g) en piridina (300 ml) con agitacién y
se enfrié con hielo. Después de 20 h de agitacion se afadié metanol (50 ml), la mezcla se

agité durante 30 minutos y se concentré al vacio a la mitad del volumen original. Se afiadio
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acetato de etilo (500 ml) y la mezcla se extrajo con agua (3 x 250 ml). La capa organica se
sec6 brevemente con MgSO4, se filtr6 y se evaporé al vacio. El residuo 4 se codestilé con
tolueno (porciones de 200 ml) para retirar la piridina residual y se us6 para sintesis
adicional.
(b) Sintesis de (R)-1-O-Bencil-2-(diisopropilfosforilmetil)-3-O-tritilglicerol (5).
e Método A. se anadié hidruro de sodio (3,0 g, 128 mmoles) a la solucion de 4 (49,2
g, 0,112 moles) en tetrahidrofurano seco (120 ml) y la suspensién se agit6 durante
20 minutos a temperatura ambiente y se llevé a reflujo durante 1 h. La mezcla se
enfri6 y se anadio tolilsulfoniloximetilfosfonato de diisopropilo (45 g) en una porcién.
La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante tres dias y se neutralizd
mediante acido acético. Se afiadié metanol (100 ml) y los disolventes se hicieron
precipitar al vacio. El residuo en acetato de etilo (800 ml) se lavé con agua (3 x 200
ml), se secé y se evapord al vacio. El residuo cromatogréficamente puro 5 (70 g) se
uso para etapas adicionales.
e Método B. se anadi6 hidruro de sodio (1,8 g, 75 mmoles) a la solucién de 4 (20 g,
47 mmoles) en dimetilformamida seca (200 ml). Después de 30 minutos de
agitacion a temperatura ambiente se afadié bromometilfosfonato de diisopropilo (16
g, 62 mmoles) a la mezcla de reaccion que se calentd a continuacion durante 90
minutos a 60°C. El resto del tratamiento era idéntico al descrito en el Método A. El
rendimiento de 5 era de 31 g.
(c) Sintesis de (R)-1-O-Bencil-2-(diisopropilfosforilmetil)glicerol (6).
El compuesto 5 (31 g) se agité 4 h con una mezcla de dioxano (250 ml) y HCI 1 M
(250 ml) hasta que el material de partida desaparecia (aproximadamente 3 h). Se afadié
acetato de etilo (500 ml), y la fase acuosa después de la extraccion se lavd dos veces mas
con acetato de etilo (250 ml cada vez). Los extractos combinados se lavaron con soluciéon
saturada de NaHCO; (2 x 300 ml), se secaron con MgSQO, y se evaporaron al vacio para dar
el material cromatograficamente puro 6 que se usé directamente para etapas adicionales.
(d) Sintesis de p-tolilsulfonato de (2S)-2-[(Diisopropilfosforil)metoxi]-3-benciloxi-propilo (7).
Se anadié cloruro de p-tolilsulfonilo (38,8 g, 204 mmoles) a una soluciéon de
compuesto 6 (31 g) en piridina seca (200 ml) enfriada a 0°C. Después de 1 h de agitacién a
0°C la mezcla se agit6 a temperatura ambiente (ta) durante 24 h adicionales y se evapord al
vacio. El residuo similar a un jarabe se cromatografié en una columna de gel de silice (1000
ml) en el sistema de tolueno - acetato de etilo (5:1). Después de la retirada de los restos de
cloruro de p-tolilsulfonilo (Re 0,9) el compuesto 7 se eluyd con el sistema de tolueno -
acetato de etilo (1:2), (Rr 0,5). Las fracciones que contienen el producto se evaporaron para
dar 18,7 g (77%) de 7 en forma de un jarabe incoloro.
'H RMN (DMSO-dg): 7,79 d, 2H, 7,47 d, 2H y 7,35-7,20 m, 5H (H-arom.); 4,56 m, 2H
(P-OCH); 4,46 m, 1H (OCH); 4,17 dd, 1H, J(CH,,CH) = 3,2, J(gem) = 10,6 y 4,03 dd,
1H, J(CH,,CH) = 5,4 (OCH,); 3,83 dd, 1H, J(P,CH,) = 9,1 , J{@em) = 13,8 (PCH,);
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3,77 dd, 1H, J(P,CH,) = 8,8 (PCHy); 3,50 dd, 1H, J(CH,,CH) = 5,1, Jigem) = 10,4 y

3,47 dd, 1H, J(CH,,CH) = 5,4 (OCH,); 2,40 s, 3H (CH3); 1,22 d, 3H, 1,21 d, 3H, 1,19

d, 3Hy 1,185 d, 3H, J(CH3,CH) = 6,1 (CHs).

- 3C RMN (DMSO-dq): 145,17 (tosilo); 138,175 (bencilo); 132,18 y 130,34, 2C (tosilo);
128,32, 2C, 127,82, 2C y 127,67 (bencilo); 127,53, 2C (tosilo); 77,42 d, J(P,C) =
12,2 (OCH); 72,48 (OCH,); 70,43 d y 70,41 d, J(P,C) = 6,3 (P-OCH); 69,22 y 67,89
(OCH,); 63,94 d, J(P,C) = 165,0 (P-C); 23,96, 2C, J(P,C) = 3,9 (CH,3); 23,79 d, 2 C,
J(P,C) = 4,4 (CH3); 21,25 (CHj).

(e) Sintesis de p-tolilsulfonato de (2S)-2-[(Diisopropilfosforil) metoxi]-3-hidroxipropilo (8)

Se anadié paladio sobre carbono al 10% (1,05 g) a una solucién de 7 (11,5 g, 22,4
mmoles) en metanol (150 ml) y la mezcla se hidrogené a temperatura ambiente a presion
atmosférica durante 24 h. El sélido se retiré por filtracién a través de Celite, se lavé con
metanol (2 x 100 ml) y los filtrados combinados se combinaron al vacio. El residuo con
textura de jarabe se cromatografié en una columna de gel de silice (400 ml) en acetato de
etilo. Las fracciones que contienen el producto se evaporaron para dar 7,7 g (81%) del
compuesto 8 en forma de un jarabe incoloro,

- [a]p +21,4 (¢ 0,337, CHCIj).

- Para Cy;H29OgSP (424,5) calculado: 48,11% C, 6,89% H, 7,55% S, 7,30% P;
encontrado: 47,71% C, 6,99% H, 7,80% S, 7,48% P.

- FAB MS, m/z (%): 425 (39) [M+H].

- "H RMN (DMSO-dg): 7,79 d, 2H y 7,49 d, 2H (H-arom.); 4,82 t, 1H, J(OH,CH,) = 5,5
(OH); 4,56 m, 2H (P-OCH); 4,15 dd, 1H, J (CH,,CH) = 3,1, J(gem) = 10,6 y 3,98 dd,
1H, J(CH,,CH) = 6,0, J(gem) = 10,6 (OCH,); 3,81 dd, 1H y 3,71 dd, 1H, J(P,CH) =
8,8, J(gem) = 13,9 (PCH,); 3,62 m, 1H (OCH); 3,45 dt, 1H, J(CH,,OH) = J(CH,,CH)
= 5,0, J(gem) = 11,2 y 3,37 dt, 1H, J(CH,,0OH) = J(CH,,CH) = 6,0, J@gem) = 11,2
(OCHy); 2,42 s, 3H (CHg3); 1,225 d, 6H, 1,205 d, 3H y 1,20 d, 3H, J(CH3,CH) = 6,2
(CHg).

- ®C RMN (DMSO-dg): 145,12, 132,32, 130,34, 2C y 127,80, 2C (arom.); 79,41 d,
JP,C) = 11,2 (OCH); 70,41 d y 70,39 d, JP,C) = 6,3 (P-OCH); 69,73 y 59,13
(OCHy,); 23,97 d, J(P,C) = 4,4) y 23,81 d, J(P,C) = 4,4 (CH,); 21,26 (CH,).

(f) Sintesis de diisopropil (S)-1-[3-Hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (9)

Una mezcla de una sal sédica de 5-azacitosina (1,34 g, 10 mmoles) y el tosilato
synthon 8 (4,2 g, 9,9 mmoles) en dimetilformamida (30 ml) se calent6 a 90°C con exclusion
de humedad durante 5 h. Una porcién adicional del tosilato (1,2 g, 2,8 mmoles) se anadié
junto con una cantidad catalitica de carbonato de cesio (10 mg) y el calentamiento continué
a 120°C durante 2 h. Durante ese tiempo, se produjo una disolucién completa. La mezcla de
reaccion se hizo precipitar, el residuo se coevaporé con tolueno (2 x 50 ml) y xileno (50 ml) y
se aplicé sobre una columna de gel de silice (400 ml) en el sistema de cloroformo - metanol

(95:5). La columna se eluyd en primer lugar con este sistema, después de la eluciéon de
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aproximadamente. 1,5 | de volumen, la polaridad del sistema se aumenté a la proporciéon de
cloroformo - metanol (85:15). La elucién produjo el producto de reaccion principal con R
0,33 (sistema de cloroformo - metanol 85:15). Las fracciones que contenian el producto se
recogieron y se coevaporaron con etanol absoluto. El rendimiento del éster diisopropilico 9
era de 2,4 g (62%): aceite incoloro que cristalizaba en reposo,

- [a]p -43,0 (¢ 0,49, etanol).

- Para Cy3HzsN,OgP. 2 CoHsOH (387,4) calculado: 43,40% C, 7,29% H, 14,46% N,

8,00% P; encontrado: 43,58% C, 6,99% H, 14,45% N, 8,22% P.

- FAB MS, m/z (%): 365 (100) [M+H], 281 (70) [acido fosfonico libre + H], 113 (84) [5-
azacitosina + HJ.
- "H RMN (DMSO-dq): 8,06 s, 1H (H-6); 7,38 s ancho, 2H (NH,); 4,83 t, 1H, J(OH,3") =

5,5 (OH); 4,54 m, 2H (P-OCH); 3,96 dd, 1H, J(1’a, 2’) = 2,4, J(gem) = 14,1 (H-1’a);

3,89 dd, 1H, J(1’b,2") = 8,1, J{@em) = 14,1 (H-1’b); 3,70 dd, 1H, JP,CH,) = 9,4,

J(@em) = 14,0 (PCH,); 3,63 m, 1H (H-2’); 3,59 dd, 1H J(P,CH,) = 8,2, J{gem) = 14,0

(PCHy); 3,51 tt, 1H, J(3'a,0OH) = J(3'a,2) = 4,8, J(gem) = 12,0 (H-3'a); 3,45 ddd, 1H,

J(@3'b,2") = 4,4, J(3'b,OH) = 5,8, J(gem) = 12,0 (H-3'b); 1,23 d, 3H, 1,22 d, 3H, 1,21 d,

3Hy 1,19 d, 3H, J(CH;,CH) = 6,2.

- ®C RMN acoplado a protones (DMSO-dg): 166,63 d, J(C-4,H-6) = 12,7 (C-4);

159,785 dt, 'J = 204,1, J(C-6,H-1’a) = J(C-6,H-1’b) =3,9 (C-6); 154,29 dt, J(C-2,H-6)

=4,9, J(C-2,H-1'a) = J(C-2,H-1'b) = 2,9 (C-2); 79,28 d, J(P,C) = 10,7 (C-2’); 70,33 d,

2C, JP,C) =6,4 (P-O-C); 63,61 d, JP,C) = 165,0 (P-C); 60,34 (C-3’); 47,70 (C-1");

23,95dy23,91d, JP,C) =4,9 (CHy); 23,87 d y 23,78 d, J(P,C) = 4,4 (CHa).
(g) Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (3)

Se anadié bromotrimetilsilano (4,7 ml, 35 mmoles) a una solucién de 9 (1,34 g, 3,13
mmoles) en acetonitrilo (30 ml) y la mezcla se apart6 a temperatura ambiente durante 20 h.
La mezcla se evapord a 30°C, el residuo se coevapord con acetonitrilo (2 x 30 ml) y se
anadié metanol acuoso al 90% (50 ml). La solucién se neutralizd con hidrogenocarbonato de
trietilamonio 1 M a pH 7 y se evaporé. El residuo se dividié entre agua (100 ml) y éter (100
ml), una capa acuosa se evaporo a un volumen de 5 ml y se aplicé sobre una columna de
Dowex 1 (forma de AcO’, 100 ml). La elucion se realizé con agua (500 ml), y a continuacién
con un gradiente lineal de acido acético (0,1-1 M, 1,5 ) y finalmente, el producto se eluyo
con &cido formico 1 M. Las fracciones que absorbian UV se recogieron al vacio y el residuo
se coevapord con agua (4 x 20 ml). El residuo se cristaliz6 a partir de agua. Rendimiento
350 mg (37%) de compuesto 3, idéntico al producto descrito en el Ejemplo 1. Punto de
fusion 175-178°C,

EJEMPLO 3 - equilibrio con 3-formil-2-{[(2S)-3-hidroxi-2-(fosfono-

metoxi)propillcarbamoillquanidina sédica (3a).

Una solucion de compuesto 3 (100 mg, 0,34 mmoles) en hidrogenocarbonato de
trietilamonio 0,25 M (5 ml) se incubd a 37°C durante 72 h y a continuacion 12 h a 80°C. La
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evolucién de la reaccidén se supervis6 mediante la medicion del descenso del maximo de
absorcién en el espectro de UV a Ayax 245 nm. Para cada medicién una muestra de 10 ul de
la mezcla de reaccion se diluyd con agua para un volumen global de 3 ml y se determiné el
valor de absorbancia a 245 nm. El equilibrio se alcanzé cuando ya no se producia mas
descenso de la absorbancia. La mezcla de reaccion se evaporé a sequedad, se coevaporo
con agua (5 x 3 ml) y a continuaciéon con metanol (2 x 3 ml). El residuo en agua (3 ml) se
aplicé sobre una columna de Dowex 50 (forma de Na*, 20 ml) y la columna se eluyd con
agua. El eluato que absorbe UV se evaporo6 vy liofilizé para dar 105 mg (92%) de una sal
sodica de 3a en forma de un material amorfo incoloro.
'H RMN (D,O): 8,46 s, 1H (CH=0). *C RMN (D,0): 171,04 (CH=0); 155,29 y
154,64 (C-2, C-4); 80,33 d, J(C,P) = 10,7 (C-2'); 66,72 d, J(C,P) = 153,8 (PCHy,);
60,76 (C-3’); 39,96 (C-1°).
EJEMPLO 4 - descomposicion en 2-{[(2S5)-3-Hidroxi-2-

(fosfonometoxi)propillcarbamoil}guanidina (10)

Una solucién del compuesto 3 (200 mg, 0,67 mmoles) en amoniaco acuoso 1 M (2,5
ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 48 h, y a continuacion se evapor6 al vacio y se
coevapord con agua (5 ml). El producto impuro se purific6 mediante elucién en HPLC de
fase inversa con agua. El producto deseado (no absorbente en UV) se detectdé mediante
TLC sobre placas de gel de silice en el sistema isopropanol - NH,OH al 25% - agua 7:1:2
seguido de pulverizacion de la placa con una mezcla de NaOH al 5% - K3[Fe(CN)6] al 5% -
Na[Fe(CN)sNO] al 5% (1:1:1) dando puntos naranja de producto. Las fracciones que
contenian el producto se evaporaron y se secaron al vacio. Rendimiento 150 mg (83%) de
10, espuma blanca,
- [a]p +31,2 (c 0,226, H20).
- FAB MS, m/z (%): 271 (100) [M+H]. HR MS (FAB): Para CgHigN4sOgP [M+H]
calculado: 271,0807; encontrado: 271,0808.
- "M RMN (D,0): 3,75 dd, 1H, J = 3,2 y 11,2 (H-3a); 3,73 dd, 1H, J =9,0 y 12,7
(PCHs3); 3,63 dd, 1H, J =9,4 y 12,7 (PCH,); 3,61 m, 1H (H-2)); 3,59 dd, 1H, J=5,1y
11,2 (H-3'b); 3,47 dd, 1H, J=3,2y 14,3 (H-1’a); 3,29 dd, 1H, J =7,3 y 14,3 (H-1’b).
- 3C RMN (D,0): 155,25 y 154,60 (C-2, C-4); 80,25 d, J (P,C) = 11,2 (C-2); 66,78 d,
J(P,C) = 152,8 (PCH,); 60,68 (C-3’); 40,01 (C-1’).
EJEMPLO 5: Sintesis de 1-{[(5S)-2-Hidroxi-2-oxido-1.4,2-dioxafosfinan-5-iljmetil}-5-
azacitosina (“HPMP-5-azacitosina ciclica” - “HPMP-5-azaCc” - 11)

Una suspension de HPMP-5-azacitosina de partida (200 mg, 0,71 mmoles), N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 155 mg, 0,75 mmoles) vy N,N-diciclohexil-4-
morfolincarboxamidina (220 mg, 0,75 mmoles) en DMF (5 ml) se agité a 85°C durante 3 h, y
a continuacion se anadieron porciones adicionales de DCC (20 mg) y N,N’-diciclohexil-4-
morfolincarboxamidina (20 mg) y el calentamiento continu6 durante 2 h (hasta que se

completd la conversion). La evolucién de la reaccién se supervisé mediante TLC en el
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sistema de 2-propanol - amoniaco acuoso al 25% - agua (7:1:2), Rg del producto: 0,45. La
mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se diluyé con agua (5 ml) y se aplicé
sobre una columna de Dowex 1 (forma de acetato, 50 ml). La elucién se realiz6 con agua
(500 ml), seguida de acido acético 1 M (200 ml) y finalmente, el producto se eluy6 con acido
férmico 1 M. Una fraccion que contenia el producto se evapord, el residuo se coevapor6 con
agua (4 x 30 ml). El producto impuro se purificé finalmente mediante HPLC de fase inversa:
columna preparativa 21 x 250 mm (Luna Phenomenex® C-18), elucion isocratica con
metanol acuoso al 2% (12 ml/minuto), tiempo de retenciéon: 10 minutos. La fraccién que
contenia el producto se evaporé y se secd al vacio. Rendimiento: 180 mg (97%), sélido
blanco.

- [o]p-46,6 (c 0,172, H,0).

- ESIMS: 263 [M+H]* (70), 525 [2M+H]" (100).

- HR MS (Q TOF): Para C;H;{2N,OsP [M+H] calculado: 263,0545; encontrado:
263,0543.

- "H RMN (D,0): 8,46 s, 1H (H-6); 4,25 m, 2H (H-3'); 4,18 dd, 1H, J(1’a,2) = 2,9,
J(@em) = 14,6 (H-1’a); 4,02 m, 1H (H-2'); 3,97 dd, 1H, J(P,CH,) = 9,3, J(gem) = 14,2
(PCH,); 3,86 dd, 1H, J(1'b,2’) = 8,3 (H-1’b); 3,83 dd, 1H, J(P,CH,) = 1,7 (PCHy).

- ®C RMN (D,0): 162,30 (C-6); 159,52 (C-4); 147,41 (C-2); 72,83 d, J(P,C) = 4,4 (C-
Z);69,48d, JP,C) = 6,8 (C-3); 65,12 d, J(P,C) = 143,6 (P-C); 46,57 (C-1").

EJEMPLO 6 - sintesis de éster hexadeciloxietilico de 1-{[(5S)-2-Hidroxi-2-oxido-1,4,2-

dioxafosfinan-5-illmetil}-5-azacitosina (12)

Esquema 7

. N
' 2=0

o._Pr=0 o._PRL -
~"oH ™ OCH,CHj, -0 -(CHy)1sCHs
11 12

Una suspension de 1-{[(5S)-2-Hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-iljmetil}-5-
azacitosina de partida (es decir HPMP-5-azacitosina ciclica, 230 mg, 0,87 mmoles),
hexadeciloxietanol (260 mg, 0,9 mmoles), DCC (300 mg, 1,5 mmoles) y dimetilaminopiridina
(5 mg) en DMF seco (5 ml) se agité a 110°C durante 20 h. Después de enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla se diluyd con agua (10 ml) y se aplic6 sobre una columna de Dowex 1
(forma de AcO’, 25 ml). La columna se eluy6é con acetona (200 ml), seguida de agua (200

ml). Los eluatos que absorbian UV combinados se evaporaron y el residuo se cromatografié
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en una placa de gel de silice preparativa (12 x 25 cm) en el sistema de cloroformo - metanol

(85:15). Rendimiento: 30 mg (6,5%), sdlido blanco. El producto se obtuvo en forma de una

mezcla de dos diastereoisomeros (proporcion 3:2).

- 'HRMN (CDCly): Diastereoisémero A (componente principal): 7,93 s, 1H (H-6); 6,82
s ancho, 1H y 5,80 s ancho, 1H (NH); 4,42-3,37 m, 13H (H-T, H-2’, H-3’, PCH,,
OCH,); 1,96 m, 4H, 1,54 m, 2H y 1,25 m, 22H (CH,); 0,88 t, 3H, J(CH3,CH,) = 7,1
(CHj3). Diastereoisémero B (secundario): 7,96 s, 1H (H-6); 6,69 s ancho, 1H y 5,87 s
ancho, 1H (NH); otras sefiales idénticas.
- C RMN (CDCl,): Diastereoisémero A (componente principal): 166,40 (C-4); 159,10

(C-6); 154,11 (C-2); 73,27 d, J(P,C) = 5,4 (C-2’); 71,64 d, J(P,C) = 8,3 (C-3); 71,24,
66,31 y 64,63 d, JPP,C) = 7,3 (OCH,); 63,57 d, J(P,C) = 145,0 (P-C); 46,73 (C-T);
31,95, 30,78, 30,74, 29,64, 8C, 29,33, 26,16 y 22,66 (CH,); 14,10 (CHy).
Diastereoisdmero B (secundario): 166,40 (C-4); 159,10 (C-6); 154,04 (C-2); 72,96 d,
J(P,C) = 3,9 (C-2'); 71,22 (OCHy); 70,33 d, J(P,C) = 6,8 (C-3’); 66,14 (OCH,); 63,57
d, JP,C) = 145,0 (P-C); 63,40 d, JP,C) = 5,9 (OCH,); 46,89 (C-T); 31,89, 30,88,
30,84, 29,64, 8C, 29,60, 26,11 y 22,66 (CH,); 14,10 (CHj3).
La HPMP-5-azacitosina ciclica de partida que no reaccion6 puede recuperarse de

Dowex 1. La columna se eluy6 en primer lugar con acido acético 1 M (250 ml) para retirar

algunas impurezas y productos de degradacién. El fosfonato ciclico puro se eluyé con &cido

férmico 1 M, las fracciones apropiadas se evaporaron, se coevaporaron con agua (4 x 30

ml) y con etanol absoluto (50 ml) y se secaron al vacio para dar 150 mg (65%) de HPMP-5-

azacitosina ciclica.

EJEMPLO 7 - sintesis de éster pivaloiloximetilico de 1-{[(5S)-2-Hidroxi-2-oxido-1,4,2-

dioxafosfinan-5-illmetil}-5-azacitosina  (POM-HPMP-azaC ciclica - 13) y de éster

Bis(pivaloiloximetilico) de 1-(S)-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (Bis(POM)-
HPMP-azaC - 14).

Esquema 8
NH, NH, NZ
> A A
AN S J '
o”N 07N + \"on—r
o) g(%)(om %.fﬁ 0 2 Oj OCH, -0 (!C(CH)
~ 2 iy I o=p 2=0 L~ 3)3
“OCH, -0 -C-C(CHy)s N oCH; -0 £0(CHs
3 : 13 v 1 ©
POM-HPMP-azaC ciclica BiS(POM)-HPMP-azaC

Una suspensién de 1-(S)-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina 3 de
partida (100 mg; 0,36 mmoles) en DMF seco (4 ml) se evaporé a 'z de su volumen original.

Se afadieron N,N’-diciclohexil-4-morfolincarboxamidina (200 mg, 0,68 mmoles) seguida de
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pivalato de clorometilo (275 mg; 1,83 mmoles) y la mezcla se agitdé durante 72 h a 25°C. La

mezcla

se evapord, el residuo se coevapord con xileno (4 ml) y se cromatografié en una

placa de gel de silice de TLC preparativa (40 x 17 cm) en el sistema de acetato de etilo -

acetona - etanol - agua (15:3:4:3). Una banda apropiada de gel de silice (R 0,75) se

separo,

se eluyé con metanol y se filtré a través de una almohadilla de Celite seguida de

filtracién a través de un filtro de membrana de nylon (Whatman® 0,2 um). El filtrado se

evaporo para dar 38 mg de una mezcla de ésteres de POM en forma de de una espuma

blanca.

FAB MS, m/z (%): 509 (0,5) [M+H de bis(POM)-HPMP-azaC], 377 (1) [M+H de
POM-HPMP-azaC ciclica], 294,2 (80) [M-pivaloilo+2H, fosfonato ciclico], 86 (10)
[pivaloilo].

HR MS (FAB, POM-HPMP-azaC ciclica): Para Cy3H.,N,O,P [M+H] calculado:
377,1226; encontrado: 377,1218. HR MS (FAB, bis(POM)-HPMP-azaC): Para
C19H34N401P [M+H] calculado: 509,2012; encontrado: 509,2004.

EJEMPLO 8 - métodos para la determinacion in vitro de la actividad antiviral

Células

Fibroblastos de pulmén embrionario humano (HEL) (ATCC CCL137) o E¢SM
(fibroblastos diploides humanos) se usaron a pocos pases (de 10 a 17). Se
mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) suplementado con suero fetal de
ternero inactivado por calor al 10% (FCS), L-glutamina al 1% y bicarbonato de sodio
al 0,3%.

Se usaron células HelLa. Se mantuvieron en medio minimo esencial (MEM)
suplementado con suero fetal de ternero inactivado por calor al 10% (FCS), L-
glutamina al 1% y bicarbonato de sodio al 0,3%.

Se usaron células Vero. Se mantuvieron en medio minimo esencial (MEM)
suplementado con suero fetal de ternero inactivado por calor al 10% (FCS), L-
glutamina al 1% y bicarbonato de sodio al 0,3%.

Queratinocitos primarios humanos (PHK) se aislaron de prepucios de neonatos. Los
fragmentos de tejido se incubaron con ftripsina-EDTA durante 1 h a 37°C. Las
células epiteliales se separaron y se cultivaron con medio para queratinocitos libre
de suero (Gibco, Invitrogen Corporation, Reino Unido) suplementado con 0,5 pg/ml
de hidrocortisona, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, suero fetal de
ternero al 10%, 2 mmoles/litro de L-glutamina, 10 mmoles/litro de HEPES, 1
mmoles/litro de piruvato de sodio, 10" moles/litro de toxina del cdlera, 5 ng/ml de
insulina, 5 pg/ml de transferrina y 15 x 10 mg/ml de 3,3',5"-triyodo-L-tironina.
Queratinocitos primarios de cordero (PLK) se aislaron del tejido del prepucio de
corderos de 3 a 12 meses de edad. Se cortaron finas laminas de tejido del prepucio

en pequefos pedazos y a continuacién se incubaron con tripsina-EDTA (Gibco,
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Invitrogen Corporation, Reino Unido) durante 30 minutos a 37°C. Las células
tripsinizadas se filtraron y a continuacién se centrifugaron durante 10 minutos a
1200 rpm. El sedimento celular se resuspendié en el medio de cultivo (una mezcla
de F12 de Ham y Medio Eagle modificado por Dulbecco (1:4), suplementado con
0,5 ug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, suero
fetal de ternero al 10%, 2 mmoles/litro de L-glutamina, 10 mmoles/litro de HEPES, 1
mmol/litro de piruvato de sodio, 10-10 moles/litro de toxina del célera, 5 ug/ml de
insulina, 5 pg/ml de transferrina, y 15 x 10" mg/ml de 3,3',5'-triyodo-L-tironina.
Células UC1-B y BS-C-1: células UC1-B (fibroblastos embrionarios murinos, ATCC
6465-CRL) y células BS-C-1 (linea celular de riidn de mono verde africano, ATCC
CCL-26) se mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) suplementado con suero
fetal de ternero inactivado por calor al 10% (FCS), L-glutamina al 1% y bicarbonato
de sodio al 0,3%.

Queratinocitos primarios humanos: Queratinocitos primarios humanos (PHK) se
aislaron de prepucios de neonatos. Los fragmentos de tejido se incubaron con
tripsina-EDTA durante 1 h a 37°C. Las células epiteliales se separaron y se
cultivaron con Medio de queratinocitos libre de suero (Gibco, Invitrogen Corporation,
Reino Unido) suplementado con 0,5 pg/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico, suero fetal de ternero al 10%, 2 mmoles/litro de L-
glutamina, 10 mmoles/litro de HEPES, 1 mmol/litro de piruvato de sodio, 10-10
moles/litro de toxina del colera, 5 pg/ml de insulina, 5 pg/ml de transferrina, y 15 x
10™* mg/ml de 3,3',5"-triyodo-L-tironina.

También se usaron otros tipos celulares en los experimentos tal como se describe
en este documento, concretamente T-linfoblastos humanos HSB-2 y células MOLT-
3.

Se usaron las cepas de referencia de citomegalovirus humano (CMVH) AD-169
(ATCC VR538) y Davis (ATCC VR 807). Las estirpes de virus se prepararon como
se ha descrito anteriormente. las estirpes de virus se prepararon en células HEL.
Cuando se habia obtenido el 100% del efecto citopatégeno, las células y el
sobrenadante se congelaron. Después de un ciclo de congelaciéon/descongelacion,
los restos celulares se retiraron mediante centrifugado y el sobrenadante se
almacené en alicuotas a -80°C.

Se usaron las cepas de referencia del virus de la varicela-zoster (VVZ) Oka (ATCC
VR-795) y YS asi como las cepas deficientes en timidina quinasa (TK) YS-R y 07-1.
Las estirpes de virus se prepararon como se ha descrito anteriormente (Andrei G. et
al., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1995, 14 (4), 318-329). Las estirpes de virus

se prepararon en células HEL. Cuando se habia obtenido el 70% del efecto
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citopatdégeno, las células se tripsinizaron y se resuspendieron en medio que
contenia DMSO al 10% y se almacenaron en alicuotas a -80°C.

Se usaron las cepas de referencia del virus del herpes simple (VHS) KOS (ATCC
VR-1493), F (ATCC VR-733), McIntyre (ATCC VR-539), G (ATCC VR-734), 196 y
Lyons asi como la cepa deficiente en timidina quinasa (TK) KOS ACV'. Las estirpes
de virus se prepararon como se ha descrito anteriormente. Las estirpes de virus se
prepararon en células E¢SM. Cuando se habia obtenido el 100% del efecto
citopatdgeno, las células y el sobrenadante se congelaron. Después de un ciclo de
congelacion/descongelacion, los restos celulares se retiraron mediante centrifugado
y el sobrenadante se almaceno en alicuotas a -80°C.

También se usaron las cepas de virus del herpes humano 6, concretamente VHH-
6A (cepa GS) y VHH-6B (cepa Z29).

el adenovirus humano de tipo 2: Ad2 en forma de aislado clinico se us6 en células
HEL.

Para los ortopoxvirus, se usaron las cepas de virus de la variolovacuna Lederle
corioalantoico (ATCC CCL-137), Western Reserve (ATCC VR-119), Lister (VR-
1549, Elstree), cepa Copenhagen y la cepa del virus de la viruela aviar Brighton
(ATCC VR-302). Para los parapoxvirus, se usé la cepa del virus del ectima
contagioso NZ 2 (ATCC VR-1548). Las estirpes de virus se prepararon como se ha
descrito anteriormente. Las estirpes de virus se prepararon en células HEL. Cuando
se habia obtenido el 100% del efecto citopatégeno, las células y el sobrenadante se
congelaron. Después de un ciclo de congelacién/descongelacion, los restos
celulares se retiraron mediante centrifugado y el sobrenadante se almacend en
alicuotas a -80°C. También se usaron cepas de virus recombinantes resistentes
contra HPMPC para ensayar la actividad de los compuestos de la presente
invencion. Estas cepas de virus recombinantes se prepararon como se conoce en la
técnica.

el virus de la estomatitis vesicular, el virus de Coxsakie B4, el virus de la paragripe-
3, el virus respiratorio sincitial, Reovirus-1, virus de Sindbis y virus de Punta Toro se
tomaron como representativos para las siguientes respectivas familias de virus:
rabdovirus, enterovirus, paramixovirus (neumovivus/VRS), reovirus, togavirus y
bunyavirus. Las estirpes de virus se prepararon como se ha descrito anteriormente.
Las estirpes de virus se prepararon en la linea celular apropiada para cada virus.
Cuando se habia obtenido el 100% del efecto citopatégeno, las células y el
sobrenadante se congelaron. Después de un ciclo de congelacion/descongelacion,
los restos celulares se retiraron mediante centrifugado y el sobrenadante se
almacend en alicuotas a -80°C.

Poliomavirus: se usaron cuatro cepas de virus del polioma murino [MN/RDE

Toronto, PTA, 2PTA2, y LID-1] tres cepas de virus del polioma de simio [SV40 (un
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agente vacuolizante) cepa A2895, SV40 PML-1 cepa EK, y SV40 PML-2 cepa

DAR]. Las cepas del virus del polioma y las cepas de SV40 se propagaron y se

evaluaron en células UC1-B y BS-C-1, respectivamente.

e Virus del molusco contagioso (VMC): se usaron lesiones recientes obtenidas de
ninos preadolescentes para recuperar muestras clinicas de virus del molusco
contagioso.

Ensayos antivirales para VVZ y CMVH en células HEL.

Se realizaron ensayos de susceptibilidad al farmaco de VVZ y CMVH como se ha
descrito anteriormente (Andrei G., et al, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1991, 10 (12),
1026-1033). Células HEL confluentes en placas de microvaloracién de 96 pocillos se
infectaron con 20 ufp de virus asociados a las células por pocillo (VVZ) o 100 ufp de virus
libre de células (CMVH). Después de 2 horas de incubacién, el in6culo se retir6 y se
sustituyd por las diferentes diluciones (por duplicado) de las moléculas ensayadas. Después
de 5 (VVZ) o 7 (CMVH) dias de incubacion las células se fijaron y se tifieron con Giemsa. La
actividad se determin6 contando el nimero de placas (VVZ) o evaluando el ECP (CMVH)
para cada dilucién. La actividad se expresa como CEs, o concentracion eficaz del
compuesto requerida para reducir la citopaticidad inducida por el virus (ECP) en un 50%, en
comparacion con el control no tratado.

Ensayos antivirales para los virus VHS, VEV, Coxsackie, VRS, Para-gripe-3, Reovirus, y
Punta Toro.

Células E¢SM confluentes (VHS y VEV), células HelLa (VEV, Coxsackie y VRS),
células Vero (virus de la Para-gripe, Reovirus, Sindbis, y Punta Toro) cultivadas en placas
de microvaloracion de 96 pocillos se infectaron con 100 DICCsy de virus libres de células.
Después de 1 hora de incubacién, (2 horas para VRS), el inéculo se retird y se sustituy6 por
las diferentes diluciones (por duplicado) de las moléculas ensayadas. Después de 2 a 3 dias
de incubacion el ECP se evalué al microscopio. La actividad se expresa como CEsy 0
concentracién eficaz del compuesto requerida para reducir la citopaticidad inducida por el
virus (ECP) en un 50%, en comparacién con el control no tratado.

Mas especificamente para un ensayo anti-virus de Coxsackie: Placas de cultivo
celular de noventa y seis pocillos pueden sembrarse con células Vero en medio DMEM que
contiene suero fetal de ternero al 10% (FCS) de modo que las células alcancen la
confluencia 24-48 h después. A continuacion puede retirarse el medio y pueden anadirse
diluciones sucesivas de 5 veces de los compuestos de ensayo en un volumen total de 100
ul, después de lo cual el in6culo del virus (100 pl) puede anadirse a cada pocillo. El indculo
del virus usado da como resultado normalmente una destruccion del 90 - 100% de la
monocapa de células después de 5 dias de incubacién a 37°C. Pueden incluirse células no
infectadas y células que reciben virus sin compuesto en cada placa de ensayo. Después de
5 dias, el medio puede retirarse y se afiaden 90 ul de DMEM-FCS y 10 ul de solucion
MTS/PMS (Promega) a cada pocillo. Después de un periodo de incubacion de 2 h a 37°C,
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puede leerse la densidad éptica de los pocillos a 498 nm en un lector de microplacas. El
valor de concentracion eficaz al 50% (CEsy) puede definirse a continuacién como la
concentracién de compuesto que protege al 50% de la monocapa de células del efecto
citopatico inducido por el virus.
Ensayo antiviral para adenovirus humano de tipo 2

Células fibroblastos de pulmén embrionario humano (HEL) se sembraron en placas
de 96 pocillos a 10000 células por pocillo y se incubaron durante 4-5 dias hasta confluencia.
A cada pocillo, se le anadieron 50 pl de Ad2 (una aislado clinico de adenovirus de tipo 2),
diluido en medio para obtener un aporte de virus de 5 UFP por pocillo. Después de 2 h a
37°C, el virus se aspird y se sustituyd por diluciones sucesivas de los compuestos de
ensayo (200 pl por pocillo). Se incluyeron cultivos tratados de forma simulada que
solamente recibian los compuestos de ensayo en cada placa. Después de 10-12 dias de
incubacion a 37°C, se realizd microscopia para valorar el efecto citopatico inducido por el
virus (ECP), y la toxicidad del compuesto, expresada como la concentracion citotéxica
minima. Las placas se sometieron a continuacién al ensayo colorimétrico basado en MTS
para comprobar la viabilidad celular de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega, Leiden, Paises Bajos). Los valores de Asgnm, COrregidos para citotoxicidad
ejercida por los compuestos de ensayo (segun se determiné en cultivos infectados de forma
simulada), se usaron para calcular el porcentaje de viabilidad celular. La concentracion
eficaz al 50% (CEs)) se determind mediante extrapolacién y se defini6 como la
concentracién de compuesto que producia un 50% de proteccién contra el virus. (Naesens
et al., Antimicrob. Agents Chemother. (2005), 49: 1010-1016).
Ensayos antivirales para virus del herpes humano 6

Se realizaron ensayos de VHH-6 en células T-linfoblastos HSB-2 (para VHH-6A,
cepa GS) y MOLT-3 (para VHH-6B, cepa Z29) humanas. Las estirpes de virus se afadieron
a suspensiones celulares concentradas a una multiplicidad de infeccion de 100 DICCs
(dosis infectiva del 50% del cultivo celular) por 10° células. Después de 2 h, las células se
centrifugaron para retirar virus no adsorbidos, se resuspendieron en medio que contenia
diluciones sucesivas de los compuestos, y se transfirieron a placas de 48 pocillos. Después
de 10-12 dias de incubacion, el ECP viral y la toxicidad del compuesto se valoraron
mediante microscopia, y el ADN total se extrajo de las células para la cuantificacion del ADN
viral mediante PCR cuantitativa. La actividad anti-VHH-6 se expres6 como CEs, es decir, la
concentracién del compuesto que produce la inhibicién del 50% de la replicacion del virus,
segun se estima a partir del valor de ECP, o la cantidad de ADN viral segin se mide en el
ensayo de PCR.

Para el andlisis de PCR cuantitativa en los extractos de ADN, se us6 el método de
PCR cuantitativa SYBR® Green. Los cebadores directo e inverso se seleccionaron para
amplificar un fragmento de 150 pb del gen U67 de VHH-6. Se obtuvo una curva patron
mediante la amplificacion de cantidades conocidas de un vector pGEM T en el que un
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fragmento de 511 pb del gen U67 del VHH-6 se insert6 usando procedimientos de clonacion
habituales. Estas curvas patron se usaron para convertir los valores de umbral del ciclo (Cy)
para los extractos celulares en el nimero absoluto de copias de ADN de VHH-6. El valor de
CEsq se calculd mediante extrapolacion como la concentracion del compuesto a la cual el
nuamero de copias de ADN viral a los 10-12 dias p.i. era del 50% en comparacion con el
valor obtenido para el control de virus. (De Bolle et al., Biochem. Pharmacol. (2004), 67:
325-336.)

Ensayos antivirales para orto- y parapoxvirus.

Estos ensayos de susceptibilidad se realizaron como se ha descrito anteriormente.
Células HEL (orto y parapoxvirus), PHK (ortopoxvirus) y PLK (parapoxvirus) confluentes en
placas de microvaloracion de 96 pocillos se infectaron con un inéculo viral con un valor que
variaba entre 20 y 60 ufp/pocillo. Después de 2 horas de incubacion a 37°C y CO, al 5%, el
virus residual se retird y las células infectadas se incubaron adicionalmente con medio que
contenia diluciones sucesivas de los compuestos (por duplicado). Después de 2 a 3 dias de
incubacion a 37°C y CO, al 5%, se registré el efecto citopatico viral (ECP). La actividad se
expresa como CEs, o concentraciéon eficaz del compuesto requerida para reducir la
citopaticidad inducida por el virus (ECP) en un 50%, en comparacién con el control no
tratado.

Ensayos antivirales para virus del polioma (de primate o murino)

Monocapas confluentes de células UC1-B o BS-C-1 cultivadas en placas de
microvaloracion de 96 pocillos se infectaron con 100 DICCs, de virus libres de células.
Después de 2 horas de incubacion, el indculo se retird y se sustituyd por las diferentes
diluciones (por duplicado) de las moléculas ensayadas. Después de 4 a 5 dias (cepas del
virus del polioma) o de 6 a 7 dias (cepas de SV40) de incubacion, el efecto citopatico
inducido por el virus (ECP) se monitorizé microscépicamente. La actividad se expresa como
CEs5q 0 concentracion eficaz del compuesto requerida para reducir la citopaticidad inducida
por el virus (ECP) en un 50%, en comparacion con el control no tratado.

Ensayos de citotoxicidad.

Monocapas confluentes de UC-B o BS-C-1 cultivadas en placas de microvaloracion
de 96 pocillos se incubaron con diferentes concentraciones de los compuestos (por
duplicado) durante de 5 a 6 dias. A continuacion, las células se tripsinizaron y el nimero de
células se determin6 con un contador Coulter. La toxicidad de los compuestos se expresa
como CCs, 0 concentracion de compuesto requerida para reducir el nimero de células en
un 50%, en comparacién con un control no tratado. El indice de selectividad es la proporcidn
de CCsq para toxicidad celular con respecto a CEs para el ECP viral.

Ensayos antivirales para el virus del molusco contagioso (VMC)

Monocapas de veinticuatro horas de edad de PHK cultivadas en placas de

microvaloracion de 96 pocillos se infectaron con 100 DICCs, de virus libres de células.

Después de 2 horas de incubacion, el indculo se retird y se sustituyé por las diferentes
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diluciones (por duplicado) de las moléculas ensayadas. Después de 6 a 7 dias de

incubacion el efecto citopatico inducido por el virus (ECP), caracterizado por la aparicion de

grandes células infectadas, con organulos internos desubicados y destruidos por una gran

inclusion intracitopldsmica, se supervisé microscopicamente. La actividad se expresa como

CEsq 0 concentracion eficaz del compuesto requerida para reducir la citopaticidad inducida

por el virus (ECP) en un 50%, en comparacion con el control no tratado.

Ensayos de citotoxicidad y concentracion citotoxica minima

Concentracién citotéxica minima para las diferentes lineas celulares: La
concentracion citotoxica minima (CCM) es la concentracion mas baja del compuesto
en el ensayo antiviral a la que se registraron cambios morfoldgicos caracteristicos
de citotoxicidad.

Ensayo de citotoxicidad para células HEL: La toxicidad de los compuestos para las
células huésped se basaba en la inhibicion del crecimiento celular. Las células se
sembraron a 4 x 10° células por pocillo en un volumen de 0,1 ml en placas de
microvaloracion de 96 pocillos y se dejaron proliferar durante 24 h en MEM que
contenia FCS al 20%, L-glutamina al 0,1%, y bicarbonato de sodio al 0,3%.
Veinticuatro horas mas tarde, MEM (con FCS al 2%, L-glutamina al 0,1%, vy
bicarbonato de sodio al 0,3%) que contenia diferentes concentraciones (por
duplicado) de los compuestos de ensayo, se anadié (0,1 ml/pocillo). Después de
tres dias de incubacion a 37°C en atmésfera de CO, al 5%, el nimero de células se
determiné con un contador Coulter. La toxicidad de los compuestos se expresa
como CCsy 0 concentracion de compuesto requerida para reducir el crecimiento
celular en un 50%, en comparacion con un control no tratado.

Ensayo de citotoxicidad para células PHK: La toxicidad de los compuestos para las
células huésped se basaba en la inhibicidn del crecimiento celular. Las células se
sembraron a 4 x 10° células por pocillo en un volumen de 0,1 ml en placas de
microvaloracion de 96 pocillos y se dejaron proliferar durante 24 h en MEM que
contenia FCS al 20%, L-glutamina al 0,1%, y bicarbonato de sodio al 0,3%.
Veinticuatro horas mas tarde, MEM (con FCS al 2%, L-glutamina al 0,1%, vy
bicarbonato de sodio al 0,3%) que contenia diferentes concentraciones (por
duplicado) de los compuestos de ensayo se afiadié (0,1 ml/pocillo). Después de tres
dias de incubacion a 37°C en atmoésfera de CO, al 5%, el numero de células se
determiné con un contador Coulter. La toxicidad de los compuestos se expresa
como CCsy 0 concentracion de compuesto requerida para reducir el crecimiento

celular en un 50%, en comparacion con un control no tratado.

indice de selectividad

El indice de selectividad (IS) se define como la proporcidon de la CCsy (la

concentracién citotoxica al 50%, es decir la concentracion que reduce en un 50% la

viabilidad de células cultivadas) para el crecimiento celular con respecto a la CEg
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(concentracion eficaz al 50%, es decir la concentracion requerida para inhibir el efecto
citopatico viral en un 50% en cultivo celular) para la formacion de placa viral.
EJEMPLO 9 - métodos para la determinacién in vivo de actividad antiviral y de toxicidad

Ratones

Los animales usados en todos los experimentos eran ratones NMRI (Naval Medical
Research Institute) adultos o ratones atimicos desnudos (BALB/C nu/nu) de 18-20 g de
peso.

Infeccién por VHS de ratones NMRI.

A los animales se les inocul6 por via intraperitoneal (i.p.) VHS-1 (cepa KOS) o VHS-
2 (cepa Lyons) a de 1 x 10° a 2 x 10® UFP/0,2 ml por ratén. Los ratones se trataron durante
5 dias una vez al dia (comenzando 1 h después de la infeccién) con los compuestos de
ensayo, que se administraron por via subcutanea (s.c.) a las dosis indicadas.

Infeccidn por virus de la variolovacuna y virus de la viruela bovina de ratones NMRI.

A los animales se les inoculd por via intranasal (i.n.) con virus de la variolovacuna
(Western Reserve) o virus de la viruela bovina (cepa Brighton) con 4 x 10* UFP/20 ul por
raton. Los ratones se trataron durante 5 dias una vez al dia (comenzando 1 h después de la
infeccién) con los compuestos de ensayo, que se administraron por via subcutanea (s.c.) a
las dosis indicadas, adultos atimicos desnudos (nu/nu).

Xenoinjertos de carcinoma de cuello del utero humano (SiHa) en ratones atimicos
desnudos.

A los animales adultos se les inyectd s.c. con 5 x 10° células SiHa, una linea celular
de carcinoma de cuello del utero humano que aloja el virus del papiloma humano integrado
(VPH-16). Una vez que los tumores se establecieron (aproximadamente después de 1
semana), los ratones se dividieron en varios grupos, se determiné el tamano de los tumores
para cada raton, y se inicié el tratamiento con placebo (PBS) o los compuestos de ensayo.
Las soluciones de ensayo se administraron por via intratumoral (i.t.) a un volumen de 50 pl.
Los ratones se trataron una vez al dia, 5 veces a la semana durante un periodo de 5
semanas. Cada semana, se midio el tamafio del tumor para cada animal con un calibre en
dos dimensiones perpendiculares y el tamafo de los tumores se calculé multiplicando los
dos diametros medidos.

EJEMPLO 10 - actividad antiviral y actividad contra trastornos de proliferacién celular

inducidos por virus

El compuesto (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina y su producto
de equilibrio y desformilado y su analogo 6-aza, (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-6-
azacitosina, se evaluaron para su potencial para inhibir la replicacion de diferentes virus in
vitro e in vivo. Se muestran valores aproximados que son valores promedio tomados de
multiples experimentos (en su mayoria aproximadamente 3).

Para todas las tablas en esta solicitud que muestran actividades antivirales, se han

usado las siguientes abreviaturas:
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# CEsp: Concentracion eficaz requerida para reducir la citopaticidad inducida por el virus

en

un 50%.

® CCM: Concentracion citotoxica minima requerida para provocar una alteracion

detectable al microscopio de la morfologia celular.

¢ CCs: Concentracién citotdxica requerida para reducir el crecimiento celular en un
50%.

N.D.: No determinado.

In Vitro

El compuesto (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina ha mostrado

una actividad significativa contra:

CMV (AD-169 y Davis), VVZ (Oka, YS, YS-R y O7-1) y Poxvirus como virus de la
variolovacuna (Lederle, Lister, WR y Copenhagen), virus de la viruela bovina
(Brighton) y virus del ectima contagioso (NZ2) en células HEL

virus del herpes simple-1 (KOS y TK- KOS ACV'), virus del herpes simple-2 (G) y
virus de la variolovacuna en cultivos de células EsSM

Poxvirus como el virus de la variolovacuna (Lederle, Lister, WR y Copenhagen),
virus de la viruela bovina (Brighton) y virus del ectima contagioso (NZ2) en PHK.

La tabla 1 muestra los resultados de la determinacién de la actividad de los

compuestos de la invencion contra miembros los Herpesviridae junto con HPMPC como

punto de comparacién.

Tabla 1
Compuesto CEso (ug/ml)? Citotoxicidad
(N9) vvz CMVH Morfologia  Crecimiento
celular celular
Cepa YS Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa (CCM)° (CC50)°
(células OKA 07/1 YS-R AD-169 Davis células células HEL
HEL) (células (células (células (células (células HEL
HEL) HEL) HEL) HEL) HEL)
12 <0,00002 <0,00002 <0,00002 <0,00002 <0,000 <0,000 >5 6,0
3 0,039 0,027 0,019 0,015 0,078 0,054 >50 >31
15 N.D. 0,063 N.D. N.D. 0,0037 0,0014 >100 >100
Andlogo de 42 38,2 18,4 17 30,0 37,3 >100 >50
HPMP-6-
azaC
11 N.D. 0,08 0,05 N.D. 0,093 0,061 >100 >50
3a N.D. 0,042 0,046 N.D. 0,10 0,12 100 >50
HPMPC N.D. 0,18 0,08 N.D. 0,36 0,36 >100 >50
ciclico
HPMPC N.D. 0,2 0,05 N.D. 0,20 0,30 400 68,6

La Tabla 2 muestra los resultados de la determinacion de la actividad de los

compuestos de la invencion contra miembros de los Poxviridae en células Hel junto con
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Tabla 2

Compuesto CEso (ng/ml)? Citotoxicidad

Virus de la variolovacuna Virus de Virus del Morfologia  Crecimiento

la viruela ectima
aviar contagioso
Lederie Lister WR Copenhagen Brighton = NZ2 (CCM)° (CCs0)°

3 1,70 1,69 2,45 2,26 4,72 0,15 >100 >31,1
HPMP- >81,6 >79,3 >100 >100 >100 >63,8 >100 >50
azaC
11 3,1 1,38 2,08 1,76 5,64 0,09 >100 >50
3a 7,97 7,61 6,34 5,84 12,63 0,37 >100 N.D.
12 <0,032 <0,032 0,072 <0,032 <0,032 <0,032 20 N.D.
HPMPC 2,43 2,45 5,82 4,35 8,43 0,20 >100 68,6
ciclico
HPMPC 7,61 2,19 4 3,06 8,94 0,21 >100 68,6

La Tabla 3 muestra el perfil de susceptibilidad a farmacos del virus de la
variolovacuna (Western Reserve) y virus recombinantes que alojan las mutaciones A314T,
A684V o A314T + A684V. Estas mutaciones se encontraron en mutantes virales
seleccionados después de aproximadamente 40 pases en concentraciones en aumento de
HPMPC y HPMP-5-azaC.

(CEsp en pg/ml)

Tabla 3
Tipo de virus HPMPC HPMP-5-azaC (3)
Tipo silvestre 3,1 1,58
A314T 22,2 4,1
684 14,8 6,88
314 + 684 39,5 10,8

La Tabla 4 muestra la actividad antiviral de un profarmaco de HPMP-5-azaCc contra

virus del herpes simple de tipo 1 (VHS-1) y de tipo 2 (VHS-2) en células HEL

Tabla 4
Compuesto CEs (ug/ml)? Citotoxicidad (ug/ml)
VHS-1 VHS-2 Morfologia Crecimiento
(cepa KOS) (cepa G) (CCM)° (CCs0)°
3 0,61 0,54 >100 N.D.
HPMPC 0,16 0,54 >100 N.D.
HPMPC ciclico 0,16 0,58 >100 N.D.
11 0,017 0,58 >100 N.D.
12 0,072 0,36 >20 N.D.
Aciclovir 0,032 0,032 >100 N.D.

La Tabla 5 muestra la actividad antiviral de (S)-HPMP-5-azaC y HPMP-5-azaCc y
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ésteres de los mismos (HDE-HPMP-5-azaCc = éster hexadeciloxietilico de cHPMP-5-aza-C)

contra el virus del polioma de primates en células BS-C-1

Compuesto  Actividad antiviral (CEs)® Citotoxicidad Indice de selectividad
SV40 SV40 PML- SV40 PML- CCs® SV40 SV40 PML-  SV40 PML-
1 2 1 2
Cepa Cepa EK Cepa DAR Cepa Cepa EK Cepa DAR
A2895 A2895
(S)- 4,72 5,56 5,87 79,39 17 14 14
HPMPC
3 3,22 3,19 3,81 128,75 40 40 34
HPMPC 5,72 5,25 5,19 98,22 17 19 19
ciclico
11 4,39 4,60 5,05 36,44 8 8 7
3a 5,92 10,00 8,24 >200 >34 >20 >24
10 >200 >200 >200 >200 1 1 1
HDE- 0,16 0,15 0,18 7,10 44,5 57,6 38,7
HPMP-5-
azaCc (12)

La Tabla 6 muestra la actividad antiviral de (S)-HPMP-5-azaC, HPMP-5-azaCc y
ésteres de los mismos (HDE-HPMP-5-azaCc = éster hexadeciloxietilico de cHPMP-5-aza-C)

contra virus del polioma murino en células UC1-B

Compuesto Actividad antiviral (CEsp)® Citotoxicidad Indice de selectividad
MN/RD PTA 2PTA2 LID-1 CCso’ MN/RD PTA 2PTA2 LID-1
E E
Toronto Toronto
(S)- 2,76 6,54 5,78 5,89 84,34 31 13 15 14
HPMPC
3 1,94 3,89 3,35 4,98 109,46 56 28 33 22
HPMPC 12,28 16,22 18,60 21,17 71,02 6 4 4 3
ciclico
11 3,43 8,59 4,39 8,05 58,44 17 7 13 7
3a 7,57 N.D. 14,84 N.D. >200 >26 - 13 -
10 >200 >200 200 >200 >200 1 1 1 1
HDE- 0,29 0,28 0,30 0,47 10,0 34,9 6 33,8 3
HPMP-5-
azaCc (12)

La Tabla 7 muestra la actividad de (S)-HPMP-5-azaC en comparaciéon con (S)-
HPMPC contra aislados clinicos de virus del molusco contagioso (VMC) en queratinocitos

primarios humanos.
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Tabla 7
Compuesto CEso (ug/ml) CCM (ug/ml)
VMC 06/02 VMC 06/03 VMC 06/04 VMC 06/06
(S)-HPMPC 0,76 0,55 0,55 0,6 50
3 0,4 0,23 0,4 1,26 50

La Tabla 8 muestra la actividad de larga duracién de (S)-HPMPC en comparacion

con (S)-HPMP-5-azaC (3). Se infectaron células HEL con VHS-1 (cepa Kos) o virus de la

variolovacuna (cepa Lederle) y los compuestos se afiadieron antes o después de la

infecciébn y permanecieron en contacto con las células durante el periodo de tiempo

indicado. Los cultivos se lavaron a continuacién 3x para retirar el compuesto residual. El

tiempo de infeccién se considera como 0 h.

Tabla 8
CEso (ug/ml)
Tiempo de Variolovacuna (cepa Lederle) VHS-1 (cepa Kos)
incubacion
(S)-HPMPC (S)-HPMP-5-azaC (S)-HPMPC (S)-HPMP-5-azaC

Pretratamiento (-16 5 1,59 1 0,25
horas)
Tratamiento 2-4 20 5 2,51 1
horas
Tratamiento 2-6 9,06 3,98 1,1 0,37
horas
Tratamiento 2-8 10 6,3 1 0,32
horas
Tratamiento desde 3,98 2 0,43 0,16
2 h hasta finalizar el
experimento

La Tabla 9 muestra actividad anti-adenovirus de compuestos de la invencién en

células HEL fibroblastos de pulmén embrionario humano infectadas con adenovirus humano

de tipo 2. Los resultados muestran que el compuesto 3 (5-aza-HPMPC) es claramente mas

activo contra Ad2 que el cidofovir.

Tabla 9
Producto Actividad antiviral (ug/ml) Toxicidad (ug/ml)
CEs (ECP)  CEs (MTS)  CCM (microscop.)  CCsp (MTS)
HPMPC 1,4 3,2 >79 >79
3 0,6 1,1 >100 >100
3a 11,3 31,8 >100 >100

Tabla 10 - resultados anti-VHH-6
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A) actividad anti-VHH-6A en células HSB-2 infectadas por VHH-6A, cepa GS

Producto Actividad antiviral (ug/ml) Toxicidad (ug/ml)
CEso (ECP) CEs, (PCR cuantitativa) CCM (microscopia)

HPMPC 3,9 2,1 19

3 0,55 0,56 16

3a 5,8 20,8 >200

10 >200 ND >200

A) actividad anti-VHH-6B en células MOLT-3 infectadas por VHH-6B, cepa Z29

Producto Actividad antiviral (ug/ml) Toxicidad (ug/ml)
CEso (ECP) CEso (PCR cuantitativa) CCM (microscopia)

HPMPC 0,84 0,56 32

3 0,23 0,34 16

3a 3,6 5,5 200

In vivo

La administracién subcutanea del compuesto (1/dia) produjo una tasa de
supervivencia del 100% en un experimento in vivo en ratones con VHS-1 (KOS) durante 20
semanas, mientras que en el grupo de control el 80% no sobrevivieron. Para el modelo de
VHS-2 (Lyons), la tasa de supervivencia con el compuesto era del 100% después de 20
dias, mientras que era del 40% en el grupo de control. Ademas, la administracion
subcutanea del compuesto produjo una supervivencia del 100% en un modelo en ratones
con virus de la viruela bovina (Brighton) después de 20 dias, mientras que en el grupo de
control habia una supervivencia del 0% después de 10 dias.

En un modelo enratones con virus de la variolovacuna (WR), la administracion del
compuesto produjo una tasa de supervivencia del 100% después de 20 dias, mientras que
ningun ratén sobrevivié el dia 7 en el grupo de control. Ademas, el nimero de lesiones el
dia 7 se redujo a 0 en un modelo de lesién caudal de viruela, en comparacién con una
media de 17 lesiones en el grupo de control.

En los experimentos con xenoinjertos de carcinoma de cuello del Utero humano
(SiHa) en ratones atimicos desnudos, el tamafo del tumor no aumenté durante un
tratamiento intratumoral de 5 semanas con el compuesto, mientras que en el grupo de
control no tratado el tamafo del tumor aumentaba un 600%. En todos los experimentos in
vivo, los pesos corporales medios de los ratones se investigaron y dieron un patrén normal.

Las Figuras 2 a 12 muestran los resultados de los experimentos in vivo con mas
detalle.

Los resultados de las investigaciones de los efectos de (S)-HPMP-5-azaC sobre el
carcinoma de cuello del dtero humano son claramente visibles a partir de la figura 12 y se
muestra que dosis de 5y 10 mg/ml de (S)-HPMP-5-azaC inhiben el crecimiento de tumores.
EJEMPLO 11 - citotoxicidad renal

Estos experimentos se refieren a la investigacién de la actividad citostatica de los

compuestos de la invencién para cultivos primarios de células renales humanas, en
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comparaciéon con HPMPC.

Materiales y métodos: se usaros dos células renales humanas primarias diferentes:
RPTEC (células epiteliales del tubulo proximal renal) y células epiteliales de la corteza renal
humana (HRCE). La actividad citostatica de los compuestos se midi6 en células en
crecimiento (células en la fase exponencial del crecimiento) o células en reposo
(monocapas confluentes).

Células cultivadas en placas de microvaloracion de 96 pocillos se incubaron con
diferentes concentraciones de los compuestos (por duplicado) durante el periodo de tiempo
indicado. A continuacion, las células se tripsinizaron y el nimero de células se determiné
con un contador Coulter. El porcentaje de control se calculé como el nimero de células en
las muestras tratadas dividido por el numero de células en los controles no tratados. La
actividad citostatica de los compuestos se expresa como CCs, 0 la concentracion de
compuesto requerida para reducir el nimero de células en un 50%, en comparaciéon con un
control no tratado.

Los resultados de estos experimentos son los siguientes:

Tabla 11: A, B, C, D, E y F muestran la actividad citostatica en células renales humanas en
diferentes condiciones
A) Actividad citostatica para células epiteliales del tabulo proximal renal en crecimiento

(RPTEC) #4 después de 7 dias de incubacion con o sin renovacién del medio.

Compuestos CCso (ug/ml)
Sin renovacién del medio Renovacion del medio
3 >50 >50
3a >50 >50
10 >50 >50
(S-HPMPC 44,23 45,94

B) Actividad citostatica para células epiteliales del tubulo proximal renal en reposo (RPTEC)

#4 después de 16 dias de incubacién sin renovacién del medio.

Compuesto CCso (ng/ml)
3 >50
3a >50
10 >50
(S)-HPMPC 12,7

C) Actividad citostatica para células epiteliales del tibulo proximal renal en crecimiento

(RPTEC) #6 después de 6 u 8 dias de incubacién sin renovacion del medio.
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Compuestos CCso (ng/ml)
6 dias 8 dias
3 >200 149,4
3a >200 >200
10 >200 >200
(S)-HPMPC 42,2 14,2

D) Actividad citostatica para células epiteliales del tubulo proximal renal en crecimiento

(RPTEC) #6 después de 5 6 7 dias de incubacion sin renovacion del medio.

Compuestos CCso (ug/ml)
5 dias 7 dias
3 >200 135,8
3a >200 >200
10 >200 >200
(S)-HPMPC 42,2 55,6

E) Actividad citostatica para células epiteliales del tubulo proximal renal en reposo (RPTEC)

#7 después de 6 u 8 dias de incubacion sin renovacion del medio.

Compuestos CCso (ng/ml)
5 dias 7 dias

3 >200 >200

3a >200 >200

10 >200 >200

(S)-HPMPC 94,6 86,8

10 EJEMPLO 12 Sintesis de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina (HPMP-5-

azaC)
NH, NH,
N7 N 1. TSOCH,P(OXOiPr), N)\N
J NaH/DMF - J
o N 07 N
2. (CH3)3SiBr/ CH3CN :
K(\OTr (CHa)s 3 o K(\OH
OH O._P(O)(OH),

Una solucion de 1-[(2S)-2-hidroxi-3-(trifenilmetoxi)propil]-5-azacitosina (934 mg,

2,18 mmoles) y tosiloximetilfosfonato de diisopropilo (1,05 g, 3 mmoles) en DMF (30 ml) se

15  enfri6 a -20°C y se afadié una dispersién oleosa al 60% de NaH (240 mg, 6 mmoles). La
mezcla se agitd a -20°C durante 15 minutos, y a continuacién se dejé que la temperatura se

elevara a aproximadamente 25°C (temperatura ambiente) y la agitaciéon continué durante 15
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h adicionales. Se afadio acido acético gota a gota hasta pH 7, la mezcla se evapord vy el
residuo se coevapord con tolueno (2 x 50 ml). Se afadié acetonitrilo (30 ml), seguido de
bromotrimetilsilano (2,7 ml, 20 mmoles), la suspension resultante se agité en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 48 h y se evaporé. En residuo se coevapord con acetonitrilo
(3 x 50 ml). Se afnadi6 una solucion acuosa al 90% de metanol (50 ml) y la solucién se
neutralizé a pH 7,0 con hidrogenocarbonato de trietilamonio 0,2 M. La solucién se concentrd
a volumen minimo (aproximadamente 5 ml) y se dividié entre agua (100 ml) y éter (100 ml).
Una capa acuosa se concentr6 a un volumen de 5 ml y se aplicé sobre una columna de
Dowex 1 (forma de AcO’, 60 ml). La elucion se realizé con agua (300 ml), y a continuacién
con un gradiente lineal de acido acético (0,5-1 M, 1 1) y finalmente, el producto puro se eluyé
con acido férmico 1 M. Las fracciones que absorbian UV se hicieron precipitar al vacio y el
residuo se coevapor6 varias veces con agua hasta una completa retirada del acido. El
residuo se cristalizé a partir de etanol acuoso, los cristales se recogieron por aspiracion, se
lavaron con etanol y éter y se secaron al vacio. Rendimiento: 200 mg (33%) de HPMP-5-
azaC puro.

Ejemplo 13: Sintesis de éster hexadeciloxietilico de 1-{[(5S)-2-hidroxi-2-oxido-1.4,2-

dioxafosfinan-5-ilimetil]-5-azacitosina

NH, NH, NHz
0P N 07N N
0 0 \/\?
| =0
) o. p=0 o _Fe
~"oH N0 BugN* ~ \OCHzCHz -0 -(CHz)15CH3

Una solucién metandlica 1 M de hidréxido de tetrabutilamonio (1,73 ml; 1,73
mmoles) se anadié a una solucién de HPMP-5-azaC ciclica (454 mg, 1,73 mmoles) en
metanol absoluto (50 ml), la mezcla se agité durante 5 minutos, y a continuacién se evaporé
y el residuo se coevapor6 con tolueno (2 x 40 ml). El residuo se disolvié en DMF (5 ml) y se
calenté con bromuro de hexadeciloxietilo (1,4 g, 4,0 mmoles) a 100°C durante 6 h. La
mezcla de reaccién se evapord, el residuo se coevapord con xileno (2 x 25 ml) y se
cromatografi6 en una columna de gel de silice (100 ml) en el sistema de cloroformo -
metanol (85:15) para dar 1 g de un sélido blanco, que sigue conteniendo restos de sales de
tetrabutilamonio (control de RMN). El producto impuro se cristalizé a partir de metanol, los
cristales se recogieron por aspiracion, se lavaron con metanol seguido por éter dietilico y se
secaron al vacio. Rendimiento del producto puro: 450 mg (49%). Las aguas madre se
purificaron mediante la técnica de HPLC de fase inversa (instrumento Waters Delta 600 con
un detector de absorbancia Waters 2487 Dual A Absorbance Detector, usando columna

preparativa Luna Phenomenex® C-18 (21 x 250 mm), caudal 12 ml/minuto, gradiente: 20-
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90% CH3OH en agua durante 45 minutos). Rendimiento global de producto puro: 485 mg
(53%).
EJEMPLO 14: Sintesis de éster octadecilico de 1-{[(5S)-2-hidroxi-2-oxido-1.4,2-

dioxafosfinan-5-illmetil}-5-azacitosina (15)

NH; NH; NH;
EoINNNN'¢ )
N _— o© N (O \| ]
o E,o o k'/\c‘);o ' kr\gﬂo
~" "OH O o~ BugN* e “O(CH,}7CHs
15

Hidroxido de tetrabutilamonio metandlico 1 M (0,61 ml; 0,61 mmoles) se anadi6 a
una solucién de HPMP-5-azaC ciclica (161 mg, 0,61 mmoles) en metanol absoluto (50 ml),
la mezcla se agité durante 5 minutos, a continuacion se evaporé y el residuo se coevapord
con tolueno (20 ml), seguido de dioxano seco (20 ml). El residuo se disolvié en dioxano (10
10  ml) y se agité con bromuro de octadecilo (500 mg, 1,5 mmoles) a 95°C durante 3 h. La
mezcla de reaccién se evapord, el residuo se cromatografié en una columna de gel de silice
(30 ml) en el sistema de cloroformo - metanol (85:15). Rendimiento: 250 mg, 80%, sélido
blanco. ESI MS: 1051,0 (2M+Na)* (41), 537,3 (M+Na)* (64), 515,3 (23) (MH)". HRMS (ESI):
Para CusH4sN4OsP (MH+) calculado: 515,3362; encontrado: 515,3382. '"H RMN (DMSO-dg):
15 8,11 s, 1H (H-6); 7,46 s ancho, 1H y 7,45 s ancho, 1H (NH,); otras sefales no se
distinguian. *C RMN (DMSO-dg): 166,50 (C-4); 159,62 (C-6); 153,95 (C-2); 73,19 d, J(P,C)
=49 (C-2); 72,04 d, JPP,C) = 12,4 (C-3); 65,19 d, J(P,C) = 5,9 (OCH,); 62,70 d, JP,C) =
141,6 (P-C); 45,75 (C-T); 31,44, 30,03, 29,18, 5C, 29,09, 25,09, 23,24, 5C, 22,24 y 19,37
(CHy); 13,65 (CHa).
20 EJEMPLO 15: éster pivaloiloximetilico de 1-{[(5S)-hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-
illmetil}-5-azacitosina (POM-HPMP-azaC ciclica).

NH, NH, NH,
¢ ) 0
oON = N N
% Kﬂ.{o \Aago
ok O BuN* 0\/F><o-<3|~|2-o lc'

Hidréxido de tetrabutilamonio metanolico 1 M (1,022 ml; 1,022 mmoles) se afadié a
una solucion de HPMP-5-azaC ciclica (268 mg, 1,022 mmoles) en metanol absoluto (50 ml),
25 la mezcla se agité durante 5 minutos, a continuacion se evaporé y el residuo se coevaporé

con tolueno (20 ml), seguido de dioxano seco (20 ml). El residuo se disolvié en dioxano (10
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ml) y se agitd con pivalato de clorometilo (1,5 ml, 10,4 mmoles) a 100°C durante 2 h.
Después de enfriar a temperatura ambiente, la reaccion se interrumpié con metanol (1 ml) y
la mezcla se evaporo6. El residuo se cromatografiéo en una columna de gel de silice (50 ml)
en el sistema de cloroformo - metanol (85:15) para dar 270 mg (70%) de POM-HPMP-5-
azaC ciclica que contenia restos de sales de tetrabutilamonio. El producto se purifico
finalmente mediante la técnica de HPLC de fase inversa (instrumento Waters Delta 600 con
un Waters 2487 Dual A Absorbance Detector, usando una columna preparativa Luna
Phenomenex® C-18 (21 x 250 mm), caudal 12 ml/minuto, elucién isocratica con metanol al
20%, tiempo de retencion 12 minutos). Rendimiento: 200 mg (52%), espuma blanca. El
compuesto es una mezcla de diastereoisomeros - 5:2. HRMS (FAB): Para C13H22N40O7P
(MH<+>) calculado: 377,1226; encontrado: 377,1218. Datos de RMN:

Diastereoisémero principal:

'H RMN (500 MHz, CDCls): 1,25 (s, 8H, (CH3)sC); 3,51 (dd, 1H, Jgem = 14,1, Jyic = 7.8,
CH,HoN); 3,97 (d, 1H, Jgem = 14,8, CH,H,P); 4,09 (m, 1H, CHO); 4,10 (m, 1H, CH,H,N); 4,18
(dd, 1H, Jgem = 14,8, Jup = 11,2, CH,H,P); 4,27 (t ancho, 1H, Jgem ~ Jvic = 10,7, CH,H,O);
4,42 (m, 1H, CH,H,0); 5,71 y 5,75 (2 x dd, 2H, Jgem = 11,9, Jyic = 5,2, OCH,0); 6,35 y 7,30
(2 x s ancho, 2H, NH,); 7,95 (s, 1H, H-6).

'3C RMN (125,7 MHz, CDCl3): 26,76 ((CHs)sC); 38,69 (C(CHs)s); 46,61 (CH.N); 64,07 (d,
Jep = 144, CH,P); 72,24 (d, Jcp = 9, CH0); 73,23 (d, Jcp = 5, CHO); 81,44 (d, Jcp = 6,
OCH,0); 154,19 (C-2); 158,98 (CH-6); 166,43 (C-4); 176,94 (CO).

Diastereoisémero secundario:

'H RMN (500 MHz, CDCly): 1,22 (s, 8H, (CH3)sC); 3,67 (dd, 1H, Jgem = 13,8, Juic = 7.9,
CH,HoN); 3,88 (dd, 1H, Jgem = 14,1, Jup = 1,9, CH,HuP); 4,11 (m, 1H, CHO); 4,13 (m, 1H,
CHaHoN); 4,29 (dd, 1H, Jgem = 14,1, Jup = 9,4, CH,H,P); 4,45 (m, 2H, CH,0); 5,60 y 5,77 (2
x dd, 2H, Jgem = 13,8, Jyic = 5,2, OCH,0); 6,45y 7,19 (2 x s ancho, 2H, NH,); 8,04 (s, 1H, H-
6).

3C RMN (125,7 MHz, CDClg): 26,71 ((CHs)sC); 38,62 (C(CHa)s); 46,61 (CH.N); 64,39 (d,
Jcp = 147, CH,P); 70,84 (d, Jop = 6, CH,O); 72,87 (d, Jop = 4, CHO); 81,77 (d, Jcp = 5,
OCH,0); 154,27 (C-2); 159,16 (CH-6); 166,43 (C-4); 176,94 (CO).
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EJEMPLO 16 - Sintesis de derivados de 5-azacitosina 6-alquil sustituidos

" NH, N

A - N
) a | = v
o N) O)\NH ) O)\N/I\R ¢ o)'\N’k

oTr H/\orr H/\OTr K(\OH

T
[
=
I
(Y]
Z
X
9

, S > B
—p~OCH(CH —p~OCH(CH -
O=PSCHCriay O=F<OCH(CHe: O~ S GHICHY: ANl
1 2 3 4
HPMP-6-alquil

-5-azacitosina

Condiciones: (a) NH,OH acuoso al 25% + CH3;OH 1:1, temperatura ambiente, 5
dias; (b) Ortoéster, DMF, 150°C, 3 h; (c) (CHa)3;SiBr, CH3CN, temperatura ambiente, 24 h

Ortoésteres: CH3C(OC,Hs); para R = CHjz, CH3CH,CH,CH,C(OCHS); para R =
butilo, C¢HsC(OCH3)3 para R = fenilo.

Una mezcla de 1 (1,45 g, 2,39 mmoles), metanol (30 ml) y amoniaco acuoso al 25%
(30 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 5 dias. Se realizé un control por TLC en el
sistema de acetato de etilo - acetona - etanol - agua 18:3:1:1, El punto de 2 (que carece la
absorcién de UV) se detectd pulverizando con una mezcla de Ki[Fe(CN)e] al 5% + NaOH al
5% + Nay[Fe(CN)sNO] al 5% (punto naranja). La mezcla se evapor6 y el residuo se
coevapord con etanol absoluto para dar el residuo oleoso de 2 (1,4 g). Este material se
disolvio en DMF (15 ml) y se calenté con el ortoéster apropiado (1 ml) a 150°C durante 1,5-3
h (control de TLC). La mezcla se evapor6 a continuacion, el residuo se cromatografié en una
columna de gel de silice (200 ml) en el sistema de acetato de etilo - acetona - etanol - agua
18:3:1:1. Rendimiento de 3: 50-70%. La desproteccion de 3 a la 6-alquil HPMP-5-azaC (4)
final se realiz6 mediante el mismo procedimiento que el descrito para HPMP-5-azaC.
EJEMPLO 17 Sintesis de derivados de azacitosina 6-sustituidos por R = COOH, CONH,,
COOC.Hs

Estos compuestos se preparan a partir del compuesto 2 del ejemplo 17, mediante

reaccién de ciclacion con ésteres de acido oxalico, por ejemplo KOOC-COOC,Hs, H,NCO-
COOC;Hs, (COOCHs),.
EJEMPLO 18 Sintesis de derivados de azacitosina 6-sustituidos por R = OH o NH..

Se preparan el derivado 6-amino y derivados 6-hidroxi mediante condensacién de

una sal sédica de 6-amino-5-azacitosina (amelina) o 6-hidroxi-5-azacitosina (con el grupo
OH protegido) y HPMP synthon, es decir 4-metilbencenosulfonato de (2S)-2-
[(diisopropilfosforil)metoxi]-3-hidroxipropilo.



10

15

20

25

30

ES 2358354 T3

-64 -

\l
P

(O)OH), R = NH,, OH

EJEMPLO 19: Sintesis y actividad de derivados 5,6-dihidro de derivados de 5 azacitosina

El derivado 5,6-dihidro de HPMP-5-azaC, mostraba una actividad contra virus del

herpes con una CEsg que variaba entre 3 y 12 ug/ml y demostré ser inhibidor para el virus
de la variolovacuna (CEsy = 38 ug/ml). El derivado 5,6-dihidro de HPMP-5-azaC fue el Unico
compuesto en esta serie que mostraba actividad contra virus de ARN, concretamente era
capaz de inhibir la replicacion del replicon gendémico subgenémico de VHC en células Huh-
5-2 con una CEsg de 24 pg/mly CCsq en células Huh-5-2 de 120 ug/mil.
(S)-1-[3-Hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5,6-dihidro-5-azacitosina. Una mezcla de
compuesto (S)-HPMP-5-azaC (110 mg, 0,39 mmoles) en metanol (15 ml) y acido acético
(0,5 ml) se agité hasta una disolucién completa (1 h, aproximadamente) y a continuacion se
hidrogené en paladio sobre carbono al 10% (20 mg) a presion atmosférica a temperatura
ambiente hasta que la absorcién de UV desaparece (48 h). El catalizador se elimind por
filtracién a través de una almohadilla de Celite, el filtrado se pasa a través de un filtro de
membrana de Nylon Whatman de 0,2 um, se evapor6 al vacio y el producto se liofilizé.
Rendimiento: 80 mg, 73%. [a]p -2,9 (¢ 0,259, H,O). FABMS: 283 (MH") (16). HRMS (FAB):
Para C;H1N4OgP (MH") calculado: 283,0807; encontrado: 283,0807. '"H RMN (D0): 4,88 d,
1Hy 4,79 d, 1H, Jgem = 10,5 (NCH:N); 3,87 dd, 1H, J(P,CH,) = 9,2, Jgem = 13,2 (PCH,); 3,87
dd, 1H, J@3'a,2) = 3,8, Jgem = 12,2 (H-3'a); 3,74 m, 2H (H- 2",PCHb); 3,67 dd, 1H, J(1’'a,2’) =
3,3, J(@gem) = 14,9 (H-1’a); 3,60 dd, 1H, J@3'b,2’) = 4,0 (H-3’b); 3,46 dd, 1H, J(1'b,2) = 7,7
(H-1'b). *C RMN (D,0): 153,94 (C-4); 151,54 (C-2); 80,51 d, J(C,P) = 11,7 (C-2"); 65,35 d,
J(C,P) = 159,7 (P-C); 60,99 (C-3’); 56,28 (C-6); 46,46 (C-1’).
EJEMPLO 20 - ensayo anti-VHC/ Ensayo de replicén

Células Huh-5-2 [una linea celular con un replicon de VHC persistente 1389luc-ubi-

neo/NS3-3'/5.1; replicbn con proteina de fusion luciferasa de luciérnaga-ubiquitina-
neomicina fosfotransferasa y poliproteina NS3-5B VHC impulsada por EMCV-IRES] se
cultivé en medio RPMI (Gibco) suplementado con suero fetal de ternero al 10%, L-glutamina
2 mM (Life Technologies), 1x aminoacidos no esenciales (Life Technologies); 100 1U/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina y 250 ug/ml de G418 (Geneticina, Life
Technologies). Las células se sembraron a una densidad de 7000 células por pocillo en una

placa de 96 pocillos View Plate™ (Packard) en medio que contenia los mismos
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componentes que se han descrito anteriormente, excepto por G418. Se dej6é que las células
se adhiriesen y proliferasen durante 24 h. En ese momento, el medio de cultivo se retird y se
afadieron diluciones sucesivas de los compuestos de ensayo en medio de cultivo que
carecia de G418. Se incluy6 Interferon alfa 2a (500 1U) como control positivo. Las placas se
incubaron adicionalmente a 37°C y CO, al 5% durante 72 horas. La replicacion del replicon
de VHC en células Huh-5 da como resultado actividad de luciferasa en las células. La
actividad de luciferasa se mide afadiendo 50 pl de 1 x tampoén Glo-lysis (Promega) durante
15 minutos seguida de 50 ul del reactivé del ensayo de luciferasa Steady-Glo (Promega). La
actividad de luciferasa se mide con un luminémetro y la sefal en cada pocillo individual se
expresa como un porcentaje de los cultivos no tratados. Cultivos paralelos de células Huh-5-
2, sembradas a una densidad de 7000 células/pocillo de placas de cultivo celular de 96
pocillos convencionales (Becton-Dickinson) se tratan de una manera similar excepto que no
se aflade tampdn Glo-lysis ni reactivo de luciferasa Steady-Glo. En su lugar, la densidad del
cultivo se mide por medio del método MTS (Promega).

Ejemplo 21 : Sintesis de diisopropil (S)-1-[3-Hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-6- azacitosina

Una mezcla de a sal s6dica de 6-azacitosina (1 equivalente molar) y el tosilato
synthon 8 (1 equivalente molar) en dimetilformamida se calienta a 90°C con exclusién de
humedad durante 5 h. Una porcién adicional del tosilato (0,3 equivalentes molares) se
anade junto con una cantidad catalitica de carbonato de cesio y el calentamiento continda a
120°C hasta que se produce una disolucién completa. La mezcla de reaccién se hizo
precipitar, el residuo se coevapord con tolueno y xileno y se aplica sobre una columna de
gel de silice en el sistema de cloroformo - metanol. Las fracciones que contenian el
producto se recogieron y se coevaporaron con etanol absoluto.

EJEMPLOS 22 a 24 - sintesis de analogos 6-alquilsustituidos del compuesto de 5-

azacitosina 3

El método del ejemplo 1, es decir siguiendo el principio del esquema 1, se repite
excepto que 4-amino-1,3,5-triazin-2(1H)-ona como material de partida se sustituye
respectivamente por:

- 4-amino-6-metil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 22),

- 4-amino-6-isopropil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 23), o

- 4-amino-6-(terc-butil)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 24).

Los siguientes compuestos se obtienen con rendimientos similares:

- (8)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-aza-6-metil-citosina (ejemplo 22),

- (8)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-aza-6-isopropil-citosina (ejemplo 23), y

- (8)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-aza-6-(terc-butil)-citosina (ejemplo 24).
EJEMPLOS 25 a 27 - sintesis alternativa de analogos 6-alquilsustituidos del compuesto de

5-azacitosina 3

El método del ejemplo 2, es decir siguiendo el principio del esquema 3, se repite

excepto que la sal sddica de 4-amino-1,3,5-triazin-2(1H)-ona como material de partida en la
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etapa (f) se sustituye respectivamente por las sales sédicas de:
- 4-amino-6-metil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 25),
- 4-amino-6-isopropil-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 26), o
- 4-amino-6-(terc-butil)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (ejemplo 27).
Los anédlogos 6-alquilsustituidos del compuesto 3 se obtienen con rendimientos
similares.

EJEMPLO 28 - sintesis del analogo de 6-azacitosina del compuesto 3

El método del ejemplo 1, i.e. es decir siguiendo el principio del esquema 1, se repite
excepto que 4-amino-1,3,5-triazin-2(1H)-ona como material de partida se sustituye por 4-
amino-1,2,4-triazin-2(1H)-ona. El andlogo de 6-azacitosina del compuesto 3 se obtiene con
un rendimiento similar.
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REIVINDICACIONES

Un derivado de azacitosina de acuerdo con la férmula estructural (l) o la férmula

(1), una forma estereoquimicamente isomérica, un solvato, una sal, un derivado 5,6-dihidro

del mismo:
NH, NH,
I3 1)
3 N
(P
H/\ OY oY
O~ PO, KR, O POXR), 6R),
) (In)
en la que

R' y R® se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por
hidrégeno, alquilo Cq.3, alquenilo Cs3, alquinilo C,3g, arilo, alquilfenilo Ci3p y
arilalquilo C4.3, en la que cada uno de dichos alquilo C;.39, alquenilo C,.3, 0 alquinilo
C,.3 opcionalmente contiene uno o mas heteroatomos seleccionados entre el grupo
constituido por oxigeno, nitrogeno y azufre en la cadena principal y/o esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo
constituido por hidroxi, oxo y halégeno o R' y R® estan unidos mediante uno o mas
enlaces para formar un anillo de cinco, seis o siete miembros que comprende P, X'
y X4, estando dicho anillo opcionalmente condensado con un anillo fenilo;

X' se selecciona entre el grupo constituido por NR* y oxigeno;

X? se selecciona entre el grupo constituido por NR® y oxigeno;

R* y R®> se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por
hidrégeno, alquilo Ci.30, alquenilo C,.30 y alquinilo Co3p, en la que cada uno de
dichos alquilo C4.39, alquenilo Co3¢ 0 alquinilo C,.39 opcionalmente contiene uno o
mas heteroatomos seleccionados entre el grupo constituido por oxigeno, nitrégeno y
azufre en la cadena principal y/o estd opcionalmente sustituido por uno o mas
sustituyentes seleccionados entre el grupo constituido por hidroxi y halégeno;

Y es hidrégeno o es un enlace que une oxigeno a fésforo para formar un éster de
acido fosfonico ciclico de seis miembros;

cadaunode mynes 1cuando Y es hidrogeno,ounodemynes1yelotrodemy
n es 0 cuando Y es un enlace que une oxigeno a fosforo para formar un éster de

acido fosfonico ciclico de 6 miembros;
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R® se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo Cq4, arilo,
arilalquilo C4.4, amino, hidroxi, CO,H, CO2R, CONH,, NR,, CONRy; y

R es un alquilo C;_3.

Un derivado 5-azacitosina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que

R'y R? se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por hidrégeno
y alquilo C4.30, conteniendo dicho alquilo C;.3, opcionalmente uno o mas oxigenos
en la cadena principal y/o esta opcionalmente sustituida por un oxo o R’ y R? estan
unidos mediante uno o mas enlaces para formar un anillo de seis miembros que
comprende P, X' y X2, estando dicho anillo opcionalmente condensado con un anillo
fenilo.

X' se selecciona entre el grupo constituido por NR* y oxigeno;

X? se selecciona entre el grupo constituido por NR® y oxigeno;

R* y R® se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por
hidrégeno, alquilo C;.30;

Y es hidrogeno o es un enlace que une oxigeno a fosforo para formar un éster de
acido fosfonico ciclico de seis miembros;

cadaunode mynes 1cuando Y es hidrogeno,ounodemynes1yelotrodemy
n es 0 cuando Y es un enlace que une oxigeno a fosforo para formar un éster de
acido fosfénico ciclico de 6 miembros; y

R® se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo Cy4, arilo,
arilalquilo C.4, amino, hidroxi, CO,H, CO.R, CONH,, NR,, CONRy, y

R es un alquilo C;_3.

Un derivado de 5-azacitosina de acuerdo con la férmula estructural () de la

reivindicacion 1, seleccionado entre el grupo constituido por:

éster  bis(hexadeciloxietilico) de  (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina,

éster cis(octadecilico) de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina,
éster bis(pivaloiloximetilico) de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina,

éster mono(hexadeciloxietilico) de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina,

éster mono(octadecilico) de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-azacitosina,
éster  mono(pivaloiloximetilico) de (S)-1-[3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]-5-
azacitosina,

éster hexadeciloxietilico de 1-{[(5S)-2-hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-iljmetil}-
5-azacitosina,

éster octadecilico de 1-{[(55)-2-hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-iljmetil}-5-
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azacitosina, y

- éster pivaloiloximetilico de 1-{[(5S)-2-hidroxi-2-oxido-1,4,2-dioxafosfinan-5-iljmetil}-
5-azacitosina,

- (S)-1-[3-hidroxi-2-fosfonometoxipropil)-5-azacitosina, formas estereoquimicamente

isoméricas, solvatos, sales, o derivados 5,6-dihidro de la misma.

4, Un derivado de 5-azacitosina de acuerdo con la féormula estructural (I) de la
reivindicacién 1, que tiene la férmula estructural (IV), una forma estereoquimicamente

isomérica, un solvato, o una sal del mismo:

1v)

5. El uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
para la fabricacion de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una infeccién

virica y/o un trastorno de proliferacion celular inducido por un virus en un mamifero.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la infeccion virica es una

infeccién por un virus de ADN.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el virus de ADN es un virus de
la familia Herpesviridae, Poxviridae o Papillomaviridae.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el virus es virus del herpes
simple, citomegalovirus o virus de la varicela-zoster, o virus de la viruela o virus del

papiloma humano.

9. Un derivado de 5-azacitosina de acuerdo con la férmula estructural (I) de la
reivindicacién 1, en el que Y es un enlace que une oxigeno a fésforo para formar un éster de

acido fosfonico ciclico de 6 miembros, m es 1 y n es 0, que esta representado por la férmula
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estructural:

en la que R' se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo C4.3, alquenilo
Cao.30 ¥ alquinilo C,.59, en la que cada uno de dichos alquilo Cy.3, alquenilo Co.30 0 alquinilo
C,.3p opcionalmente contiene uno o méas heteroatomos seleccionados entre el grupo
constituido por oxigeno, nitrégeno y azufre en la cadena principal y/o esta opcionalmente
sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo constituido por hidroxi y
halégeno.

10. Un producto de apertura de anillo de 1,3,5-triazina de un derivado de 5-azacitosina
de acuerdo con la férmula estructural (I) de la reivindicacién 1, que se obtiene haciendo
reaccionar a dicho derivado con un tampon de trialquilamonio.

11. Un producto de apertura de anillo de 1,3,5-triazina de acuerdo con la reivindicacion
10, que es 3-formil-2-{[(2S)-3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]carbamoil}guanidina.

12. El uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11,
para la fabricacién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una infeccién

virica y/o un trastorno de proliferacion celular inducido por un virus en un mamifero.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que la infeccion virica es una
infeccién por un virus de ADN.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el virus de ADN es un virus de
la familia Herpesviridae, Poxviridae o Papillomaviridae.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 10 u 11, mezclado con al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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