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DESCRIPCION
Nucleodsidos modificados para el tratamiento de infecciones viricas y proliferacion celular anormal

Campo de la invencién

La presente invencion incluye compuestos para su uso en el tratamiento de infecciones por Flaviviridae.

Antecedentes de la invencion

Flavirididae

El Flaviviridae es un grupo de virus de ARN monocatenarios positivos con un tamafio de genoma de unos 9 - 15 kb.
Son virus encapsulados de aproximadamente 40 - 50 nm. Hay disponible un resumen de la taxonomia de los
Flaviviridae en el International Committee for Taxonomy of Viruses. Los Flaviviridae constan de tres géneros.

1. Flavivirus. Este género incluye el grupo de virus de tipo Dengue (virus del Dengue, virus del Dengue de tipo
1, virus del Dengue de tipo 2, virus del Dengue de tipo 3, virus del Dengue de tipo 4), el grupo de virus de la
encefalitis japonesa (Virus Alfuy, virus de la encefalitis japonesa, virus de Kookaburra, virus de Koutango, virus
de Kunijin, virus de la encefalitis del valle de Murray, virus de la encefalitis de St. Louis, virus de Stratford, virus
de Usutu, virus del Nilo occidental), el grupo de virus de Modoc, el grupo de virus de Rio Bravo (virus de Apoi,
virus de Rio Brovo, virus de Saboya), el grupo de virus de Ntaya, el grupo de virus de la encefalitis transmitida
por garrapatas (virus de la encefalitis transmitida por garrapatas), el grupo de virus de Tyuleniy, el grupo de
virus de Uganda S y el grupo de virus de la fiebre amarilla. Aparte de estos grupos principales, hay algunos
Flavivirus adicionales no clasificados.

2. Hepacivirus. Este género solo contiene una especie, el virus de la Hepatitis C (HCV), que esta formado por
muchas clases, tipos y subtipos.

3. Pestivirus. Este género incluye el Virus-2 de la diarrea virica bovina (BVDV-2), Pestivirus de tipo 1
(incluyendo el BVDV), Pestivirus de tipo 2 (incluyendo el virus del colera porcino) y Pestivirus de tipo 3
(incluyendo el virus de la enfermedad de Border).

Una de las infecciones por Flaviviridae mas importante en seres humanos esta causada por el virus de la hepatitis C
(HCV). Esta es la segunda mayor causa de hepatitis virica, con 170 millones de portadores estimados en todo el
mundo (Organizacion Mundial de la Salud; Hepatitis C: prevalencia global, Registro Epidemiolégico Semanal, 1997,
72, 341), 3,9 millones de los cuales residen en los Estados Unidos (centros para el control de enfermedades; datos
no publicados, http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/heptab3.htm).

La organizacién genémica de los Flaviviridae comparte muchas caracteristicas comunes. El genoma del virus de la
hepatitis C (HCV) se usa a menudo como modelo. EI HCV es un pequefio virus encapsulado con un ARN genémico
monocatenario positivo de ~ 9,6 kb dentro de la nucleocapside. EI genoma contiene un Unico marco abierto de
lectura (ORF) que codifica para una poliproteina de poco mas de 3.000 aminoacidos, que es escindida para generar
las proteinas viricas maduras estructurales y no estructurales. EI ORF esta flanqueado por regiones no traducidas
en 5 y 3' (NTRs) de unos pocos cientos de nucleotidos de longitud, que son importantes para la traduccion y la
replicacion del ARN. La poliproteina traducida contiene el nucleo estructural (C) y las proteinas de la capsula (E1,
E2, p7) en el N-terminal, seguido de las proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Las
proteinas estructurales maduras son generadas mediante escision por la peptidasa de sefializacion del hospedador
(véase: Hijikata, M. y col., Proc. Nat. Acad. Sci., EE.UU., 1991, 88, 5547; Hussy, P. y col., Virology, 1996, 224, 93;
Lin, C. y col., J. Virol., 1994, 68, 5063; Mizushima, H. y col., J. Virol., 1994, 68, 2731; Mizushima, H. y col., J. Virol.,
1994, 68, 6215; Santolini, E. y col., J. Virol., 1994, 68, 3631; Selby, M. J. y col., Virolog, 1994, 204, 114; y Grakoui, A.
y col.,, Proc. Nat. Acad. Sci.,, EE.UU., 1993, 90, 10538). La unién entre la NS2 y la NS3 es escindida
autocataliticamente por la proteasa NS2/NS3 (véase: Hijikata, M. y col., J. Virol., 1993, 67, 4665 y Bartenschlager, R.
y col., J. Virol.,, 1994, 68, 5045), mientras que las cuatro uniones restantes son escindidas por el dominio de la
proteasa de serina N-terminal de la NS3 complejado con la NS4A (véase: Failla, C. y col., J. Virol., 1994, 68, 3753;
Lin, C. y col., J. Virol., 1994, 68, 8147; Tanji, Y. y col., J. Virol., 1995, 69, 1575y Tai, C. L. y col., J. Virol., 1996, 70,
8477). La proteina NS3 también contiene la actividad de helicasa dependiente de NTP que desenrolla el duplex de
ARN durante la replicacion. La proteina NS5B posee una actividad de polimerasa de ARN dependiente de ARN
(RDRP) (véase: Behrens, S. E. y col., EMBO J., 1996, 15, 12; Lohmann, V. y col., J. Virol., 1997, 71, 8416 - 8428 y
Lohmann, V. y col., Virology, 1998, 249, 108), que es esencial para la replicacion virica (Ferrari, E. y col., J. Virol.,
1999, 73, 1649). Aqui es esencial enfatizar que, al contrario que el HBV o el HIV, no hay ADN implicado en la
replicacion del HCV. Recientemente, en experimentos in vitro usando NS5B, se estudio la especificidad de sustratos
de la HCV-RDRP usando 5’-monofosfato de guanosina (GMP), 5-difosfato (GDP), 5'-trifosfato (GTP) y el 5'-trifosfato
de 2’-desoxi y 2’,3’-didesoxi guanosina (dGTP y ddGTP, respectivamente). Los autores reivindicaron que la HCV-
RDRP tiene una especificidad estricta para los 5'-trifosfatos de ribonucledsidos y se requieren los grupos 2’ y 3'-OH.
(Lohmann; Virology, 108). Sus experimentos sugieren que la presencia de sustituyentes en 2’ y 3’ seria el
prerrequisito para que los 5'-trifosfatos de nucledsidos interactuaran con la HCV-RDRP y para que actien como
sustratos o inhibidores.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2402 597 T3

El documento WO 99/43691 desvela 2’-fluoronucledsidos para el tratamiento de infecciones de hepatitis B.

El documento WO 98/18324 desvela la identificacion y el uso de analogos de ribonucledsidos naturales en
genotecas para inducir una mutacion en un virus de ARN con objeto de inhibir la replicacion virica.

Smee y col., (Antiviral Research, vol. 18, 1 de enero de 1992, paginas 151 - 162) desvelan 3’-fluoro-3'-
desoxiadenosina y su actividad antivirica in vitro frente a varios virus transmitidos por artrépodos y a arenavirus.

El documento WO 02/18404 se publicé después de presentar esta solicitud y reivindica el beneficio de una fecha
efectiva anterior. El documento WO 02/18404 desvela varios derivados de nucledsidos, que incluyen 3'-
desoxiadenosina para el tratamiento de enfermedades mediadas por el virus de la Hepatitis C.

El documento WO 01/60315 se publicd después de los documentos de prioridad de la solicitud, pero reivindica el
beneficio de una fecha efectiva anterior. EI documento WO 01/60315 desvela 6-cloro-3’-desoxiguanosina para el
tratamiento o la prevencién de infecciones por Flavivirus en un hospedador que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de 6-cloro-3’-desoxiguanosina.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un compuesto y una composicion para su uso en el tratamiento
de un hospedador, incluyendo animales, y especialmente seres humanos, infectados por Flaviviridae.

Es un objetivo adicional proporcionar una composicion para su uso en el tratamiento de un hospedador, incluyendo
animales, y especialmente seres humanos, infectados de hepatitis C o por BVDV.

También se describe un procedimiento mas eficaz para cuantificar la carga virica, y en particular la carga de BVDV o
de HCV, en un hospedador, incluyendo animales, y especialmente seres humanos.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona compuestos, segun se define en las reivindicaciones, para su uso en el
tratamiento de un hospedador infectado por un virus perteneciente a la familia Flaviviridae.

Especificamente, la invencion también incluye compuestos para su uso en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Flaviviridae, incluyendo todos los miembros del género Hepacivirus (HCV), del género Pestivirus
(BVDV, CSFV, BDV) o del género Flavivirus (virus del Dengue, grupo de virus de la encefalitis japonesa (incluyendo
el virus del Nilo occidental) y el virus de la fiebre amarilla).

En una forma de realizacion, el nucledsido de la presente invencién tiene una CEsy (concentracion eficaz para
conseguir una inhibicién virica del 50%) cuando se ensaya en un ensayo celular apropiado, de menos de 15
micromolar, y mas particularmente, de menos de 10 6 5 micromolar. En una forma de realizacién preferida, el
nucledsido esta enriquecido enantioméricamente.

La actividad y la toxicidad de los compuestos descritos en este documento pueden evaluarse segun cualquier
procedimiento conocido. A continuacion se proporciona un procedimiento eficiente para cuantificar la carga virica en
un hospedador usando una reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real ("RT-PCR"). El procedimiento
implica el uso de una molécula de sonda fluorescente amortiguada, que puede hibridar con el ADN o el ARN virico
objetivo. Después de la degradacion exonucleolitica, puede monitorizarse una sefial fluorescente detectable. Usando
esta técnica puede detectarse en tiempo real ADN o ARN amplificado mediante RT-PCR mediante la monitorizaciéon
de la presencia de sefales fluorescentes.

Esta memoria descriptiva demuestra:

(a) un procedimiento para cuantificar en tiempo real la carga virica usando una RT-PCR, segun se describe en
este documento;

(b) un procedimiento para cuantificar en tiempo real la carga virica de Flaviviridae en un hospedador, incluyendo
BVDV y HCV, en un hospedador usando la RT-PCR, segun se describe en este documento;

(c) un procedimiento para cuantificar en tiempo real la carga virica de BVDV en una linea celular MDBK o en
una muestra de un hospedador usando la RT-PCR, segun se describe en este documento;

(d) una molécula de sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea
complementaria de la region de la NS5B de la NADL del BVDV, segun se describe en este documento; y

(e) una molécula de sonda con una secuencia de 5-6-fam-AAATCCTCCTAACAAGCGGGTTCCAGG-tamara-3’
(ID. de Secuencia N° 1) y cebadores con una secuencia de sentido: 5-AGCCTTCAGTTTCTTGCTGATGT-3’
(ID. de Secuencia N° 2) y antisentido: 5-TGTTGCGAAAGCACCAACAG-3’ (ID. de Secuencia N° 3);

(f) un procedimiento para cuantificar en tiempo real la carga virica de HCV en una muestra derivada de un
hospedador o en una linea celular usando la RT-PCR, segun se describe en este documento;
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(g) una molécula de sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea
complementaria de la region 5’ no codificante del HCV, segun se describe en este documento; y

(h) una molécula de sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea
complementaria de la region codificante del HCV, segun se describe en este documento; y

(i) una molécula de sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea
complementaria de la region 3’ no codificante del HCV, segun se describe en este documento; y

(j) una molécula de sonda con una secuencia de 5-6-fam-CCTCCAGGACCCCCCCTCCC-tamara-3’ (ID. de
Secuencia N° 4) y cebadores con una secuencia de sentido: 5-AGCCATGGCGTTAGTA(T/C)GAGTGT-3’ (ID.
de Secuencia N° 5) y antisentido: 5-TTCCGCAGACCACTATGG-3’ (ID. de Secuencia N° 6).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion proporciona un nucleésido de férmula general | - b, o su enantidmero -L, segun se define en
las reivindicaciones, o sus sales farmacéuticamente aceptables, para su uso en el tratamiento de un hospedador
infectado por un virus perteneciente a la familia Flaviviridae.

También se desvela el uso de uno de los compuestos descritos en las reivindicaciones en la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de una infeccion virica, segun se prevé en este documento.

También se desvela una composicion farmacéutica que incluye una cantidad antiviricamente eficaz de un nucledsido
de la presente invencion, o su sal farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable segun la presente invencion.

También se desvela una composicion farmacéutica con un nucledsido de la presente invenciéon, o su sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con uno o mas de otros agentes antiviicamente o
antiproliferativamente eficaces.

En otra divulgacion se proporciona un procedimiento para la preparacion de los nucledsidos de la presente
invencion, y su sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En particular, la invencion incluye los compuestos reivindicados para su uso en procedimientos para tratar o
prevenir, o para su uso en la elaboracién de un medicamento para una infeccion por Flaviviridae, incluyendo todos
los miembros del género Hepacivirus (HCV), del género Pestivirus (BVDV, CSFV, BDV) o del género Flavivirus (virus
del Dengue, grupo de virus de la encefalitis japonesa (incluyendo el virus del Nilo occidental) y el virus de la fiebre
amarilla).

1. Compuestos de la divulgacién

En una forma de realizacién, el nucledsido antiviricamente o antiproliferativamente eficaz es un nucledsido 3-D de
férmula general [l - b], segun se define en las reivindicaciones, o su enantiémero B-L:

[1-b]

En una forma de realizacion preferida de la invencion, los nucledsidos 3-D de formula general (I - b) y (lll - b) estan
representados por los ejemplos proporcionados en la Tabla 2.



10

15

20

25

ES 2402 597 T3

Tabla 2
x! !
= N,
W] 1 ,j"\\ I W
NTx? X N OH
ID X' x? w' R? R? R® R®
*DA OH NH; N H OH H OH
DB OH NH; CH F H H OH
DC NH -ciclohexilo H CH H H H H
*DD NH; H CH H OH H F
DE NH; H CH H H H H
*DF NH; NH; N H OH H OH
*DG NH; NH; CH H OH H OH
DH Cl H CH F H H H
*DI Cl | CH H 0-Ac H 0-Ac
*DJ Cl H CH H OH H OH
DK NH; H CH H OH H H
DI Cl H CH H OH H H

* no reivindicado

En una forma de realizacion, el nucledsido tiene una CEsp (concentracion eficaz para conseguir una inhibicién virica
del 50%) cuando se ensaya en un ensayo celular apropiado, de menos de 15 micromolar, y mas particularmente, de
menos de 10 6 5 micromolar. En una forma de realizacién preferida, el nucledsido esta enriquecido
enantioméricamente.

Il. Estereoisomeria y Polimorfismo

Los compuestos de la presente invencion con un centro quiral pueden existir y aislarse en una forma 6pticamente
activa y en forma racémica. Algunos compuestos pueden mostrar polimorfismo. La presente invencion engloba las
formas racémicas, opticamente activas, polimorfas o estereoisémeras, o mezclas de las mismas, de un compuesto
de la invencion, que posee las propiedades Utiles descritas en este documento. Las formas 6pticamente activas
pueden prepararse, por ejemplo, mediante resolucién de la forma racémica mediante técnicas de recristalizacion,
mediante sintesis a partir de materiales de partida épticamente activos, mediante sintesis quiral o mediante
separacion cromatografica usando una fase estacionaria quiral o mediante resolucion enzimatica.

Segun se muestra a continuacion, un nucleésido contiene al menos dos atomos de carbono (*) quirales criticos. En
general, los sustituyentes de los carbonos quirales [la base de purina o de pirimidina especificada (denominada
sustituyente Cl cuando se usa la numeracion del anillo de azucar intermedio) y CH>.OH (denominado sustituyente
C4)] del nucleésido puede ser cis (en el mismo lado) o frans (en lados opuestos) con respecto al sistema del anillo
de azlcar. Tanto los racematos cis como trans consisten en un par de isdmeros 6pticos. Por lo tanto, cada
compuesto tiene cuatro estereoisdmeros individuales. Los cuatro esterecisémeros estan representados por las
siguientes configuraciones (cuando se orienta la fraccion de azlcar en un plano horizontal de forma que la fraccién
O esta en la parte de atras): (1) cis, con ambos grupos "arriba", que se denomina B-D; (2) la imagen especular, es
decir, cis, con ambos grupos "abajo", que es la imagen especular, se denomina B-L; (3) trans, con el sustituyente C4
"arriba" y el sustituyente C1 "abajo" (denominado a-D); y (4) trans, con el sustituyente C4 "abajo" y el sustituyente C1
"arriba" (denominado a-L). Los dos enantimeros cis se denominan conjuntamente una mezcla racémica de
enantiomeros (3, y los dos enantidmeros frans enantidmeros se denominan una mezcla racémica de enantiémeros a.
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Los cuatro posibles estereoisémeros de nucledsidos se ilustran a continuacion.

p-D B-L

cis {B)

trans (o)

La presente invencion engloba los compuestos de formula | - b y sus enantiomeros B-L, segun se define en las
reivindicaciones.

. Definiciones

El término "alquilo,", segun se usa en este documento, a menos que se indique de otro modo, se refiere a un
hidrocarburo saturado lineal, ramificado o ciclico, primario secundario o terciario, que incluye aquellos de C1 a Cys, y
especificamente incluye metilo, etilo, propilo, isopropilo, ciclopropilo, butilo, isobutilo, 1-butilo, pentilo, ciclopentilo,
isopentilo, neopentilo, hexilo, isohexilo, ciclohexilo, ciclohexilmetilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo y 2,3-dimetilbutilo.
El grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas restos seleccionados del grupo constituido por
alquilo, halo, haloalquilo, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, amido, derivados carboxilo, alquilamino,
dialquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, azido, tiol, imina, acido sulfénico, sulfato, sulfonilo, sulfanilo,
sulfinilo, sulfamonilo, éster, acido carboxilico, amida, fosfonilo, fosfinilo, fosforilo, fosfina, tioéster, tioéter, haluro de
acido, anhidrido, oxima, hidrocina, carbamato, acido fosfénico, fosfato, fosfonato, o cualquier otro grupo funcional
viable que no inhiba la actividad farmacolégica de este compuesto, ya sea desprotegido o protegido segun sea
necesario, como saben los expertos en la técnica, por ejemplo, segin se ensefia en Greene, y col., Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley y Sons, segunda edicion, 1991.

El término "alquilo inferior", segun se usa en este documento, y a menos que se indique de otro modo, se refiere a
un grupo alquilo de C4 a C4 saturado lineal, ramificado, o si fuera apropiado, ciclico (por ejemplo, ciclopropilo),
incluyendo tanto formas sustituidas como no sustituidas.

El término "alquileno" o "alquenilo" se refiere a un radical hidrocarbildilo saturado de configuracion lineal o
ramificada, incluyendo aquellos que tienen entre uno y diez atomos de carbono. Dentro del alcance de este término
estan incluidos metileno, 1,2-etanodiilo, 1,1-etanodiilo, 1,3-propanodiilo, 1,2-propanodiilo, 1,3-butanodiilo, 1,4-
butanodiilo y similares. El grupo alquileno u otro resto divalente desvelado en este documento puede estar

6
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opcionalmente sustituido con una o mas o mas restos seleccionados del grupo constituido por alquilo, halo,
haloalquilo, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi, amino, amido, derivados carboxilo, alquilamino, azido, dialquilamino,
arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, acido sulfénico, tiol, imina, sulfonilo, sulfanilo, sulfinilo, sulfamonilo, éster, acido
carboxilico, amida, fosfonilo, fosfinilo, fosforilo, fosfina, tioéster, tioéter, haluro de acido, anhidrido, oxima, hidrozina,
carbamato, acido fosfénico, fosfonato, o cualquier otro grupo funcional viable que no inhiba la actividad
farmacologica de este compuesto, ya sea desprotegido o protegido segun sea necesario, como saben los expertos
en la técnica, por ejemplo, segun se ensefia en Greene, y col., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley y
Sons, segunda edicién, 1991.

El término "arilo,", seglin se usa en este documento, y a menos que se indique de otro modo, se refiere a fenilo,
bifenilo o naftilo, y preferiblemente fenilo. El término incluye tanto restos sustituidos como no sustituidos. El grupo
arilo puede estar sustituido con uno o mas restos seleccionados del grupo constituido por bromo, cloro, flior, yodo,
hidroxilo, azido, amino, alquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, acido sulfénico, sulfato, acido fosfénico,
fosfato o fosfonato, ya sea desprotegido o protegido segun sea necesario, como saben los expertos en la técnica,
por ejemplo, segin se ensefia en Greene, y col., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley y Sons,
segunda edicién, 1991.

El término "aralquilo", segun se usa en este documento, y a menos que se indique de otro modo, se refiere a un
grupo arilo segun se ha definido anteriormente unido a la molécula a través de un grupo alquilo, segun se ha
definido anteriormente. El término "alcarilo" o "alquilarilo”, segin se usa en este documento, y a menos que se
indique de otro modo, se refiere a un grupo alquilo segun se ha definido anteriormente unido a la molécula a través
de un grupo arilo, segun se ha definido anteriormente. En cada uno de estos grupos, el grupo alquilo puede estar
opcionalmente sustituido segun se describié anteriormente, y el grupo arilo puede estar opcionalmente sustituido con
uno o mas restos seleccionados del grupo constituido por alquilo, halo, haloalquilo, hidroxilo, carboxilo, acilo, aciloxi,
amino, amido, azido, derivados carboxilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, acido
sulfénico, tiol, imina, sulfonilo, sulfanilo, sulfinilo, sulfamonilo, éster, acido carboxilico, amida, fosfonilo, fosfinilo,
fosforilo, fosfina, tioéster, tioéter, haluro de acido, anhidrido, oxima, hidrozina, carbamato, acido fosfénico, fosfonato,
o cualquier otro grupo funcional viable que no inhiba la actividad farmacolégica de este compuesto, ya sea
desprotegido o protegido seguin sea necesario, como saben los expertos en la técnica, por ejemplo, segun se
ensefia en Greene, y col., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley y Sons, segunda edicién, 1991.
Dentro del alcance del término arilo estan especificamente incluidos fenilo; naftilo; fenilmetilo; feniletilo; 3,4,5-
trihidroxifenilo; 3,4,5-trimetoxifenilo; 3,4,5-trietoxifenilo; 4-clorofenilo; 4-metilfenilo; 3,5-di-terciariobutil-4-hidroxifenilo;
4-fluorofenilo;  4-cloro-1-naftilo;  2-metil-1-naftiimetilo;  2-naftilmetilo;  4-clorofenilmetilo;  4-t-butilfenilo;  4-t-
butilfenilmetilo.

El término "alquilamino™ o "arilamino" se refiere a un grupo amino que tiene uno o dos sustituyentes alquilo o arilo,
respectivamente.

El término "halégeno”, segun se usa en este documento, incluye fluor, cloro, bromo y yodo.

El término "enriquecido enantioméricamente” se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir un
nucledsido que incluye al menos aproximadamente el 95%, preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente
al menos el 97%, incluso mas preferiblemente, al menos el 98%, e incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 99% o mas, de un Unico enantiomero de ese nucledsido. Cuando se menciona un nucledsido
con una configuracion en particular (D o L) en esta memoria descriptiva, se supone que el nucledsido es un
nucledsido enriquecido enantioméricamente, a menos que se indique de otro modo.

El término "hospedador”, segin se usa en este documento, se refiere a un organismo unicelular o pluricelular en el
que puede replicarse el virus, incluyendo lineas celulares y animales, y preferiblemente un ser humano.
Alternativamente, el hospedador puede ser portador de una parte del genoma virico, cuya replicacion o funcion
pueden ser alteradas por los compuestos de la presente invencion. El término hospedador se refiere
especificamente a células infectadas, a células transfectadas con todo o parte del genoma virico, y a animales, en
particular, a primates (incluyendo chimpancés) y a seres humanos. Con respecto a la proliferacion celular anormal,
el término "hospedador” se refiere un organismo unicelular o pluricelular en el que puede simularse una proliferacion
celular. El término hospedador se refiere especificamente a células que proliferan de forma anormal, ya sea por
causas naturales o no naturales (por ejemplo, por una mutacion genética o mediante ingenieria genética,
respectivamente), y a animales, en particular, a primates (incluyendo chimpancés) y a seres humanos. En la mayoria
de las aplicaciones animales de la presente invencion, el hospedador es un paciente humano. Sin embargo, las
aplicaciones veterinarias, en ciertas indicaciones, se anticipan claramente mediante la presente invencion (tales
como la diarrea virica bovina en ganado, el virus del colera porcino en cerdos y el virus de la enfermedad de Border
en ovejas).

El término "sal farmacéuticamente aceptable" se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir cualquier
forma farmacéuticamente aceptable de un compuesto que, tras su administracién a un paciente, proporciona el
compuesto activo. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las obtenidas a partir de bases y acidos
inorganicos u organicos farmacéuticamente aceptables. Algunas sales adecuadas incluyen las obtenidas a partir de
metales alcalinos tales como potasio y sodio, de metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio, entre otros
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numerosos acidos bien conocidos en el arte farmacéutico.

|V. Sales farmacéuticamente aceptables

En los casos en los que los compuestos son lo suficientemente basicos o acidos como para formar sales de acido o
de base estables no téxicas, puede ser apropiada la administracion del compuesto como una sal farmacéuticamente
aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas derivadas de bases y acidos inorganicos u
organicos farmacéuticamente aceptables. Algunas sales adecuadas incluyen las obtenidas a partir de metales
alcalinos tales como potasio y sodio, de metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio, entre otros
numerosos acidos bien conocidos en la técnica farmacéutica. En particular, algunos ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables son sales organicas de adicion de acidos formadas con acidos que forman un anion
fisioldgicamente aceptable, por ejemplo, tosilato, metansulfonato, acetato, citrato, malonato, tartarato, succinato,
benzoato, ascorbato, a-cetoglutarato y a-glicerofosfato. También pueden formarse algunas sales inorganicas
adecuadas, incluyendo las sales sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato.

Las sales farmacéuticamente aceptables pueden obtenerse usando procedimientos convencionales bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, mediante reaccién de un compuesto lo suficientemente basico, tal como una amina, con
un acido adecuado que aporte un anion fisiolégicamente aceptable. También pueden elaborarse sales de acidos
carboxilicos de metales alcalinos (por ejemplo, sodio, potasio o litio) o de metales alcalinotérreos (por ejemplo,
calcio).

V. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas basadas en un compuesto 3-D de formula | - b o su enantiomero -L o su sal
farmacéuticamente aceptable, pueden prepararse en una cantidad terapéuticamente eficaz para tratar una infeccion
virica por Flaviviridae, opcionalmente junto con un aditivo, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. La
cantidad terapéuticamente eficaz puede variar segun la infecciéon o la dolencia que se va a tratar, su gravedad, el
régimen de tratamiento que se va a emplear, la farmacocinética del agente usado, asi como el paciente tratado.

En un aspecto segun la presente divulgacion, el compuesto segun la presente invencion se formula preferiblemente
en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En general, es preferible administrar la composicion
farmacéutica en una forma administrable por via oral, pero las formulaciones pueden administrarse por via
parenteral, intravenosa, intramuscular, transdérmica, bucal, subcutanea, en supositorios o por otra via. Las
formulaciones por via intravenosa e intramuscular se administran preferiblemente en disolucién salina estéril. El
experto habitual en la técnica puede modificar la formulacion segun las ensefianzas de la memoria descriptiva para
proporcionar numerosas formulaciones para una via de administracion en particular sin hacer que las composiciones
de la presente invencion sean inestables ni comprometer su actividad terapéutica. En particular, una modificacion
para que un compuesto deseado sea mas soluble en agua o en otro vehiculo, por ejemplo, puede conseguirse
facilmente mediante una modificacion rutinaria (formulacion salina, esterificacion, etc.).

En ciertas formas farmacéuticas, se prefiere la forma de profarmaco del compuesto, incluyendo especialmente los
derivados acilados (acetilados u otros) y éter, los ésteres de fosfato y diversas formas salinas de los presentes
compuestos. El experto habitual en la técnica reconocera como modificar facilmente el presente compuesto hacia
una forma de profarmaco para facilitar la administracion del compuesto activo en un sitio objetivo dentro del
organismo hospedador o del paciente. El artesano también aprovechara los parametros farmacocinéticos favorables
de la forma de profarmaco, cuando sea aplicable, para la administracion del compuesto deseado en un sitio objetivo
dentro del organismo hospedador o del paciente, para maximizar el efecto pretendido del compuesto en el
tratamiento de una infeccion por Flaviviridae (incluyendo el HCV).

La cantidad de compuesto incluida en las formulaciones terapéuticamente activas, segun la presente invencion, es
una cantidad eficaz para tratar un Flaviviridae (incluyendo el HCV). En general, una cantidad terapéuticamente
eficaz del presente compuesto en una forma de dosificacion farmacéutica varia habitualmente entre
aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo del compuesto usado, de la
dolencia o la infeccién tratada y de la via de administracion. Para los fines de la presente invencién, una cantidad
profilacticamente o preventivamente eficaz de las composiciones segun la presente invencion, esta en el mismo
intervalo de concentracion establecido anteriormente para una cantidad terapéuticamente eficaz y habitualmente es
el mismo que una cantidad terapéuticamente eficaz.

La administracion del compuesto activo puede variar desde continua (goteo intravenoso) hasta varias
administraciones orales al dia (por ejemplo, Q.I.D., B.l.D., etc.) y pueden incluir la via oral, tépica, parenteral,
intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica (que pueden incluir un agente incrementador de la
penetracion), bucal y con supositorios, entre otras vias de administracion. También pueden usarse comprimidos
orales con cubierta entérica para mejorar la biodisponibilidad y la estabilidad de los compuestos en una via de
administracion oral. La forma farmacéutica mas eficaz dependera de la farmacocinética del agente en particular
elegido, asi como de la gravedad de la enfermedad del paciente. Las formas farmacéuticas orales son
particularmente preferidas debido a la facilidad de administracién y al potencial cumplimiento favorable por parte del
paciente.
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Para preparar las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion, se mezcla preferiblemente una
cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos segun la presente invencion con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, segun las técnicas de combinacién farmacéutica convencionales, para producir una
dosis. El vehiculo puede tomar una gran diversidad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada
para su administracion, por ejemplo, oral o parenteral. Para preparar las composiciones farmacéuticas en una forma
farmacéutica oral puede usarse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales. Por lo tanto, para preparaciones
liquidas orales tales como suspensiones, elixires y disoluciones, pueden usarse vehiculos y aditivos adecuados que
incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes saborizantes, conservantes, agentes colorantes y similares. Para
preparaciones solidas orales tales como polvos, comprimidos, capsulas, y para preparaciones solidas tales como
supositorios, pueden usarse vehiculos y aditivos adecuados que incluyen almidones, vehiculos de aztcar tales como
dextrosa, manitol, lactosa y vehiculos relacionados, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes,
agentes disgregantes y similares. Si se desea, los comprimidos o las capsulas pueden recubrirse entéricamente
para una liberaciéon sostenida mediante técnicas estandar. El uso de estas formas de dosificacién puede afectar
significativamente a la biodisponibilidad de los compuestos en el paciente.

Para formulaciones parenterales, el vehiculo comprendera habitualmente agua estéril o una disoluciéon acuosa de
cloruro soédico, aunque también pueden incluirse otros ingredientes, incluyendo aquellos que ayudan a la dispersion.
Cuando va a usarse agua estéril y a mantenerse estéril, las composiciones y los vehiculos también deben
esterilizarse. También pueden prepararse suspensiones inyectables, en cuyo caso pueden emplearse vehiculos
liquidos, agentes suspensiones y similares apropiados.

También pueden prepararse suspensiones de liposomas (incluyendo liposomas dirigidos a antigenos viricos)
mediante procedimientos convencionales para producir vehiculos farmacéuticamente aceptables. Esto puede ser
apropiado para la administracion de los compuestos nucleosidicos segun la presente invencion.

En formas de realizacion particularmente preferidas segin la presente invencion, los compuestos y las
composiciones se usan para tratar, prevenir o retrasar la aparicion de una infeccion por Flaviviridae (incluyendo el
HCV). Preferiblemente, para tratar, prevenir o retrasar la aparicién de una infeccion o dolencia, las composiciones se
administraran en una forma farmacéutica oral en unas cantidades que varian desde aproximadamente 250
microgramos hasta aproximadamente 1 gramo o mas al menos una vez al dia, preferiblemente, o hasta cuatro veces
al dia. Los presentes compuestos se administran preferiblemente por via oral, pero pueden administrarse por via
parenteral, topica o en forma de supositorio.

Los compuestos segun la presente invencion, debido a su baja toxicidad hacia las células hospedadoras, en ciertos
casos pueden emplearse ventajosamente profilacticamente para prevenir una infeccion por Flaviviridae (incluyendo
el HCV) o para prevenir la aparicién de los sintomas clinicos asociados con dicha infeccion virica o dolencia. Por lo
tanto, la presente invencion también incluye compuestos para su uso en procedimientos para el tratamiento
profilactico de una infeccion por Flaviviridae (incluyendo HCV). En este aspecto, segun la presente invencion, las
presentes composiciones se usan para prevenir o retrasar la aparicion de una infeccién por Flaviviridae (incluyendo
el HCV). Este procedimiento profilactico comprende la administraciéon a un paciente en necesidad de dicho
tratamiento, o que esta en riesgo de desarrollar un virus o una dolencia, de una cantidad de un compuesto segun la
presente invencion eficaz para aliviar, prevenir o retrasar la apariciéon de la infeccién virica o la dolencia. En el
tratamiento profilactico segun la presente invencion, se prefiere que el compuesto antivirico o antiproliferativo
utilizado sea de baja toxicidad, y preferiblemente, no téxico para el paciente. Se prefiere particularmente en este
aspecto de la presente invencién que el compuesto que se use tenga una eficacia maxima frente al virus o la
dolencia, y deberia mostrar una toxicidad minima para el paciente. En el caso de una infecciéon por Flaviviridae
(incluyendo el HCV), los compuestos segun la presente invencion, que pueden usarse para tratar estos estados
patolégicos, pueden administrarse en el mismo intervalo de dosificacién para el tratamiento terapéutico (es decir,
aproximadamente 250 microgramos hasta 1 gramo o mas entre una y cuatro veces al dia para una forma de
dosificacion oral) como un agente profilactico para prevenir la proliferacion de la infeccion por Flaviviridae
(incluyendo el HCV), o como alternativa, para prolongar la aparicién de una infeccion por Flaviviridae (incluyendo el
HCV), que se manifieste con sintomas clinicos.

Ademas, los compuestos segun la presente invencion pueden administrarse en combinacion o alternancia con uno o
mas antiviricos, anti-HBV, anti-HCV o agentes antiherpéticos o interferén, agentes antineoplasicos o antibacterianos,
incluyendo otros compuestos de la presente invencion. Ciertos compuestos segun la presente invencion pueden ser
eficaces para mejorar la actividad bioldgica de ciertos agentes segun la presente invencién mediante la reduccion
del metabolismo, del catabolismo o la inactivacion de otros compuestos, y como tales, son coadministrados para
este efecto pretendido.

Esta invencion se ilustra adicionalmente en las siguientes secciones. Las secciones de Detalles Experimentales y de
Ejemplos contenidas en la misma se establecen para ayudar a la comprension de la invencion.

VI. Terapias para el tratamiento de una infeccidn por Flaviviridae

Se ha advertido que pueden surgir variantes de virus resistentes a farmacos tras un tratamiento prolongado con un
agente antivirico. La resistencia a farmacos se produce muy tipicamente por mutacién de un gen que codifica para
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una enzima usada en el ciclo de replicacion virico, y muy tipicamente en el caso del HCV, la polimerasa de ARN
dependiente de ARN. Se ha demostrado que la eficacia de un farmaco frente a una infeccién virica puede
prolongarse, aumentarse o recuperarse mediante la administracion del compuesto en combinacion o alternancia con
un segundo, y quizas un tercer, compuesto antivirico que induzca una mutacién diferente a la provocada por el
farmaco principal. Alternativamente, puede alterarse la farmacocinética, la biodistribucion u otro parametro del
farmaco mediante dicha terapia de combinacion o alternancia. En general, tipicamente se prefiere la terapia de
combinacion sobre la terapia alternante ya que induce multiples estreses simultaneos en el virus.

Algunos ejemplos de agentes que se han identificado como activos frente al virus de la hepatitis C, y que por lo tanto
pueden usarse en combinacion o alternancia con uno o mas nucledsidos de férmula general | - b o su enantiomero
B-L incluyen:

(a) interferdn y ribavirina (Battaglia, A. M. y col., Ann. Pharmacother. 2000, 34, 487; Berenguer, M. y col., Antivir.
Ther. 1998, 3 (Supl. 3), 125);

(b) inhibidores de la proteasa de NS3 basados en sustrato (Attwood y col., documento PCT WO 98/22496,
1998; Attwood y col., Antiviral Chemistry y Chemotherapy 1999, 10, 259; Attwood y col., Publicacion de Patente
Alemana DE 19914474; Tung y col.,, documento PCT WO 98/17679), incluyendo alfacetoamidas e
hidracinoureas, e inhibidores que terminan en un electrdfilo tal como acido borénico o fosfonato (Llinas-Brunet y
col., documento PCT WO 99/07734);

(c) inhibidores no basados en sustrato tales como derivados de 2,4,6-trihidroxi-3-nitrobenzamida (Sudo K. y col.,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 1997, 238, 643, y Sudo K. y col., Antiviral Chemistry y
Chemotherapy 1998, 9, 186), incluyendo RD3-4082 y RD3-4078, el primero sustituido en la amida con una
cadena de 14 carbonos, y el tltimo procesando un grupo para-fenoxifenilo;

(d) derivados de tiazolidina que muestren la pertinente inhibicion en un ensayo de HPLC en fase inversa con
una proteina de fusion NS3/4A y un sustrato NS5A/5B (Sudo K. y col., Antiviral Research 1996, 32, 9),
especialmente el compuesto RD-1-6250, que posee un resto cinamoilo condensado sustituido con una cadena
alquilica larga, RD4 6205 y RD4 6193;

(e) tiazolidinas y benzanilidas identificadas en Kakiuchi N. y col., J. EBS Letters 421, 217, y en Takeshita N. y
col., Analytical Biochemistry 1997, 247, 242;

(f) una fenantrenoquinona que posee actividad frente a la proteasa del HCV en una SDS-PAGE y un ensayo de
autorradiografia aislada partir del caldo de cultivo de fermentacion de una especie de Streptomyces, Sch 68631,
(Chu M. y col., Tetrahedron Letters 1996, 37, 7229), y Sch, 351633, aislada a partir del hongo Penicillium
griscofuluum, que demuestre su actividad en un ensayo de centelleo por proximidad (Chu M. y col., Bioorganic
and Medicinal Chemistry Letters 9, 1949);

(g) inhibidores selectivos de la NS3 basados en la macromolécula elgin c, aislada a partir de sanguijuelas
(Qasim M.A. y col., Biochemistry 1997, 36,1598);

(h) inhibidores de la helicasa del HCV (Diana G. D. y col., Patente de EE.UU. N° 5.633.358 y Diana G. D. y col.,
documento PCT WO 97/36554);

(i) inhibidores de la polimerasa del HCV tales como analogos de nucleétidos, gliotoxina (Ferrari R. y col., Journal
of Virology 1999, 73, 1649), y el producto natural cerulenina (Lohmann V. y col., Virology 1998, 249, 108);

(j) oligodesoxinucledtidos de fosforotioato antisentido (S-ODN) complementarios de al menos una porcion de
una secuencia del HCV (Anderson y col., Patente de EE.UU. N° 6,174,868), y en particular de segmentos de la
secuencia en la regiéon no codificante 5’ (NCR) (Alt M. y col., Hepatology 1995, 22, 707), o los nucleétidos 326 -
348 que comprenden el extremo 3’ de la NCR y los nucleétidos 371 - 388 ubicados en la region codificante del
nucleo del ARN del HCV (Alt M. y col., Archives of Virology 1997, 142, 589, y Galderisi U. y col., Journal of
Cellular Physiology 1999, 81:2151);

(k) inhibidores de la traduccion dependiente de IRES (lkeda N y col., Publicacion de Patente Japonesa JP-
08268890; Kai Y. y col., Publicacion de Patente Japonesa JP-10101591);

(1) ribozimas resistentes a nucleasa (Maccjak D.J. y col., Hepatology 1999, 30, resumen 995);

(m) amantadina, tal como rimantadina (Smith, resumen del Annual Meeting of the American Gastoenterological
Association and AASLD, 1996);

(n) quinolonas, tales como ofloxacino, ciprofloxacino y levofloxacino (AASLD Abstracts, Hepatology, octubre de
1994, edicion del programa 20 (4), p. 2, resumen n°® 293);

(o) analogos de nucledsidos (Ismaili y col., documento WO 01/60315; Storer, documento WO 01/32153),
incluyendo 2’-desoxi-L-nucledsidos (Watanabe y col., documento WO 01/34618), y 1-(B-L-ribofuranosil)-1,2,4-
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triazol-3-carboxamida (Levovirin™) (Tam, documento WO 01/46212); y

(p) otros compuestos diversos incluyendo 1-amino-alquilciclohexanos (Gold y col., Patente de EE.UU. N°
6.034.134), alquil-lipidos (Chojkier y col., Patente de EE.UU. N° 5.922.757), vitamina E y otros antioxidantes
(Chojkier y col., Patente de EE.UU. N° 5.922.757), escualeno, acidos biliares (Ozeki y col., Patente de EE.UU.
N° 5.846.964), N-(fosfonoacetil)-L-acido aspartico, (Diana y col.,, Patente de EE.UU. N° 5.830.905),
bencenodicarboxamidas (Diana y col., Patente de EE.UU. N° 5.633.388), derivados del acido poliadenilico
(Wang y col., Patente de EE.UU. N° 5.496.546), 2’,3’-didesoxiinosina (Yarchoan y col., Patente de EE.UU. N°
5.026.687), benzoimidazoles (Colacino y col., Patente de EE.UU. N° 5.891.874), glucaminas (Mueller y col.,
documento WO 01/08672), compuestos de 1,5-imino-D-glucitol sustituidos (Mueller y col., documento WO
00/47198).

VIl Protocolo sintético

Los compuestos de férmula [l - b] o su enantidmero B-L pueden sintetizarse mediante cualquier medio conocido en
la técnica. En particular, los compuestos pueden elaborarse mediante tres rutas distintas: (a) a partir de un
nucledsido preformado, (b) condensacion de un azicar modificado o de una ribosa no modificada con purina o
pirimidina, y (c) combinacion las dos rutas. Dado que la estructura de la 3-desoxi-D-eritropentofuranosa se encuentra
en el antibiético nucledsido cordicepina, se informado de varias sintesis totales de este antibiético durante los afios
60 (véase: Lee, W. W. y col., J. Am. Chem. Soc., 1961, 83, 1906; Walton, E. y col., J. Am. Chem. Soc., 1964, 86,
2952; Suhadolnik, R. J. y col., Carbohidr. Res., 1968, 61, 545; lkehara, M. y col., Chem. Pharm. Bull., 1967, 15, 94;
Kaneko, M. y col., Chem. Pharm. Bull. 1972, 20, 63). En una forma de realizacion preferida de la invencion, la
preparacion de 3’-desoxinucledsidos a partir de nucledsidos preformados se realiza las siguientes formas;

A. Compuestos de los tipos | - b

(i) Un ejemplo para la preparacion del compuesto de tipo | - b, nucledsido de purina, es la sintesis de nucledsidos
de 3’-desoxipurina (Esquema 3). El ribonucledsido 13 se trata con un haluro de 2-metoxiisobutirilo (X = Cl o Br) para
dar una mezcla de derivados de 3’-halogeno-xilofuranosilo y 2’-halogeno-arabinofuranosilo (14 y 15). La
hidrogenolisis, seguida de una separacién cromatografica, proporciona el correspondiente 3’-desoxinucledsido 17
junto con el 2’-desoxinucledsido 16. La saponificacion de 17 da el deseado 3’-desoxinucledsido 20. El tratamiento de
la mezcla de reaccion de 14 y 15 con una base da el epdxido individual 18 con rendimiento cuantitativo, que, tras un
tratamiento con amonio o yoduro sédico proporciona exclusivamente el 3’-xilo-yoduro 19. La hidrogenolisis de 19
proporciona 20. La reduccién de 18 con un agente reductor tal como niquel-Raney, hidruro de litio y aluminio o
borhidruro sédico también produce 20.

De una forma similar, partiendo de un L-ribonucledsido de purina puede sintetizarse el homologo del L-nucledsido
de 20.

Esquema 3
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(ii) Sintesis mediante condensacion de un aztcar apropiado con una base.

Los derivados de azucar apropiados deben prepararse mediante condensacién con la base seleccionada. Aunque
existen varios procedimientos para la sintesis de derivados de 3-desoxi-D-eritropentofuranosa (3-desoxi-D-
ribofuranosa) (véase: Lee, W. W, y col., J. Am. Chem. Soc., 1961, 83, 1906; Walton, E. y col., J. Am. Chem. Soc.,
1964, 86, 2952; Lin, T. - S. y col., J. Med. Chem., 1991, 34, 693; Ozols, A. M. y col., Synthesis, 1980, 557), se
desarrollaron nuevos procedimientos para la presente invenciéon segun se muestra en el Esquema 5.

Esquema 5
0 ]
HyCO G- oH Haoog H._.cog
- —
O-r - O-T- O
25 26 27

R = SCH, SC;Hs, SGHPh, N-imidazolilo, OPha

f‘“‘ e Q é‘ﬁr\

Haco-g OAG HiCO-G-

QAc

29 QAc 28 10 QA

Se convierte 1,2-O-isopropiliden-5-O-metoxicarbonil-a-D-xilo-furanosa (25) en el correspondiente derivado 3-
tiocarbonilo 26, seguido de una desoxigenacion con radicales libres usando hidruro de trialquilestafio en presencia
de un iniciador radicalico, tal como 2,2’-azobisisobutironitrilo. El producto desoxigenado 27 se acila con una mezcla
de acido aceético, anhidrido acético y acido sulfdrico para dar 28, que se condensa entonces con una base sililada
usando el procedimiento de Vorbruggen (véase: Niedballa, U. y col., J. Org. Chem., 1976, 41, 2084; Vorbruggen, H.
y col., Chem. Ber., 1981, 114, 1234; Kazinierczuk, Z. y col., J. Am. Chem. Soc., 1984, 106, 6379) para obtener el
nucledsido de pirimidina 29 o un nucledsido de purina relacionado (de tipo | - b). El grupo 5-OH puede protegerse
alternativamente con otros grupos acilo, tales como benzoilos, p-nitrobenzoilos, p-clorobenzoilos o p-
metoxibenzoilos, asi como con otros grupos sililo, tales como grupos t-butildimetilsililio o t-butildifenilo. De forma
analoga, la L-xilosa puede convertirse en el L-azicar homologo de 25, que puede derivatizarse adicionalmente para
conseguir el L-nucledsido de 30.

Alternativamente, seguin se muestra en el Esquema 6, puede sulfonilarse 1,2-O-isopropiliden-5-O-({-butildifenilsilil)-a-
D-xilofuranosa (31) con cloruro de mesilo, cloruro de tosilo o cloruro de tresilo en piridina para obtener 32. Después
de una metanolisis de 32, el metil xilésido 33 puede tratarse con una base, tal como metéxido sédico en metanol,
para proporcionar el ribo-epdxido 34. La apertura del epoxido 34 con hidruro de litio y aluminio
estereoselectivamente produce 3-desoxi azucar 36. El tratamiento de 34 con bromuro de litio o yoduro sédico en
acetona o 2-butanona da el 3-halogeno-3-desoxi xildésido 35. La deshalogenacion reductora de 35 proporciona 36.
La eliminacion del grupo protector 5’-sililo con una fuente de i6n fluoruro, tal como fluoruro de tri-n-butilamonio en
tetrahidrofurano o hidrogenofluoruro de trietilamonio, da 37. La acilacion de 37 con anhidrido acético y acido acético
en presencia de acido sulfurico da tri-O-acetil-3-desoxi-D-ribofuranosa 38. También, el tratamiento con fluoruro
convierte 33 en 39, que tras una acetilacion, proporciona 40. Estos azUcares acetilados 38 y 40 pueden condensarse
con bases de purina o de pirimidina pertrimetilsililadas usando el procedimiento de Vorbrueggen, para dar el
nucledsido modificado en 3'. El grupo protector {-butildifenilsililo puede ser sustituido por el grupo t-butildimetilsililo.

12



ES 2402 597 T3

Esquema 6
TBOFS- T8ORS TEDPS- TBOPS
—_— ocH, __ OCH, _:JWOCH,
oH CH
3, RaH 33, R A M3, T, SO,CFy. S0,GH.LF, 34 3, X=pro |

33, R=Mig, Ta, S0,TFs SO,CHLCF,

[N
e A= ahall=an

CH

36, A =THOPS
40, R =Ag, My, Ts 38, R=H, My, Ty 31, RaH

(a) Modificacién en el C-6 de nucleésidos de purina (I-by Ill - b)

El compuesto 28 o 38 se convierte en halogenasa 122 (Esquema 18) mediante tratamiento con cloruro de hidrogeno
5 o bromuro de hidrégeno en acido acético o bromuro de hidrégeno en diclorometano, y condensando con 6-
cloropurina mediante el procedimiento de sodio en acetonitrilo, proporciona el 3’-desoxinucledsido 123. El
tratamiento con sodio acuoso o hidréxido potasico de 123 da la 3’-desoxiinosina (124). El tratamiento de 123 con
metdxido sédico en metanol proporciona la 6-O-metil-3’-desoxiinosina (125). Una leve saponificacion, seguida de
una hidrogenolisis catalitica de 123 da como resultado la produccién de 3’-desoxinebularina (126). La tiourea
10 reacciona con 123 para dar un nucleésido de 6-tiopurina 127, que es S-alquilado hasta 128. Los compuestos 123,
127 y 128 reaccionan facilmente con diversas aminas, hidroxilamina, hidrazina y aminoalcoholes para dar los
analogos de 3’-desoxiadenosina 129 - 133. El tratamiento de 123 con azida sédica da el nucledsido de 6-azidopurina

134.
Puede aplicarse la misma secuencia de reacciones a los correspondientes L-nucleésidos Il - b.

15

13
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Esquema 18

Hy
H B
H H H
2 'OH OH
124 128
H
R®
X
. ¥
R’ R*
122 R
127
H H H
i
Y oM OH R
134 129, R = O 128

130, R = NHp
131, R = NH{CHhCH
132, R = NH(CH),OH
133, R = NH(CHg)oNH,

Estos compuestos también pueden sintetizarse mediante un tratamiento con acido nitroso del nucleésido de 6-
hidrazidopurina 130. La reduccion de 129, 130 6 134 da la 3’-desoxiadenosina (es decir, cordicepina). Se espera que
el compuesto 125 o la cordicepina sean convertidos in vivo en 124 mediante accion de la desaminasa de adenosina.
El nucledsido de purina no sustituido en 6 126 puede oxidarse in vivo a 124.

La condensacién de 122 con 6-cloropurina sustituida en 2 da el analogo sustituido en 2 de 123. La funcionalidad 6-
cloro puede convertirse en varios grupos funcionales mediante reacciones de sustitucion nucledfila. Por lo tanto, la
2-amino-6-cloropurina se convierte en 135 (Esquema 19), que puede convertirse en varios nucledsidos de 2-
aminopurina (136 - 147). Deberia mencionarse que los nucledsidos 2,6-diamino (141) y 2-aminopurina (138) son
potenciales precursores de la 3’-desoxiguanosina (136). De una forma similar, pero partiendo de los analogos L-
nucledsido, se preparan los correspondientes nucledsidos Il - b.

14
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Esquema 19

CH,
H
H H H
OH o oH
136 137 138
\ r I /
N H
R
X » R —_— R
R?
122 ? OR?
/ 135 139
M H H
‘r_-—.--
H OH
147 141, R=H 140
142, R = OH
143, R = NH,

144, R = NH{CHCH
145, R = NH({CHa)OH
146, R = NH(CH)NH;

De una forma similar se sintetizan nucleésidos de 2-oxo, 2-metoxi, 2-tio, 2-alquilmercapto, 2-metil, 2-metilamino o 2-

dimetilaminopurina (148 - 154) (Esquema 20). También, de una manera similar pero usando los correspondientes L-
nucledsidos, se preparan los compuestos de tipo Il - b.

15
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Esquema 20

Nion OGH3 ftsrl N‘ISR

RS RS RS RS
R or¥ R¥  OR? R OR? R OR?
148 149 150 184
o N‘ICHS oS N’ENH% . NJI\N(CH,)Z
R oRY R OR? rR¥ OR?
152 153 184

(b) Modificacion en el C-2 de nucledsidos de purina (I-by Illl - b).)

El grupo 2-amino de 135 - 147 puede modificarse para obtener 155 (Esquema 21) mediante acilacion con diversos
haluros de alcanoilo o de aroilo. Entonces, 155 puede derivatizarse adicionalmente en el correspondiente derivado
2-alquilamino o 2-arilamino 156 mediante reduccion con un complejo de borano-amina (Sergueeva, Z. A. y col.,
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids, 2000, 19, 275). Alternativamente, el grupo 2-amino del compuesto 135
puede ser sustituido experimentando una reaccion de Schiemann, diazotizando en presencia de fluoroborato,
seguido de una descomposicion térmica, para dar el nucledésido de 2-fluoro-6-cloropurina 157. Adicionalmente, el
sustituyente 6-cloro de estos nucledsidos puede ser desplazado con diversos reactivos nucledfilos segiun se ha
descrito anteriormente. Deberia mencionarse que la presencia del sustituyente 2-fluoro protege al grupo 6-amino del

ataque de la desaminasa de adenosina.
i
i CHR
——
oRr R ¥
156

Deberia mencionarse que la modificacion de la posicion 8 de los nucledsidos de purina es importante, ya que la
sustitucion en esta posicion altera la conformacion preferida de los nucledsidos hacia sin.

Esquema 21

Hy
R R RY
e B el
R¥ ¥ R r RY
157 135 1

(c) Modificacién en el C-8 de nucledsidos de purina (I - b)

55

La cordicepina (158, R® = R* = H), la 3"-desoxiinosina (124, R* = R* = H) y la 3'-desoxiguanosina (136, R* = R* =
H) pueden bromarse en la posicion C-8 mediante tratamiento con bromo en acido acético en presencia de acetato
sodico a 159 - 161 (Esquema 22). El sustituyente bromo en C-8 en 159 - 161 puede ser sustituido por azufre
mediante la accion de tiourea para obtener 162 - 164, que puede ser alquilado o aralquilado con haluro de alquilo o
aralquilo en un disolvente polar, tal como agua, alcohol o dimetilformamida, en presencia de base, tal como
carbonato sddico o potasico, para dar 165 - 167. El derivado metilmercapto 165 - 167 (R = metilo) puede ser oxidado
a la correspondiente sulfona 168 - 170. Tras el tratamiento de estas sulfonas con diversas aminas se obtienen los
correspondientes derivados 8-amino 171 - 173. Muchos de los derivados 8-amino pueden obtenerse directamente a
partir de 159 - 161 mediante tratamiento con aminas. También, 159 puede convertirse en el derivado 8-oxo 174
mediante tratamiento con acetato sddico en anhidrido acético, seguido de una hidrdlisis. La O-alquilacién de 174 con
fluoroborato de trietiloxonio da la 8-etoxicordicepina 175.

16
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Esquema 22

o2

158, X = N H, Y =H 159, X=NH, Y=H 162, X=NH,, Y =H
124, X= ,Y=H 160, X = 0H,Y=H 163, X=OH,Y=H
136, X=0H, Y =NH 181, X=0H, Y =NH 164, X=0H,Y = NH

QCHg OH R
tf——— i
RY R H RT oW

174, X=NH, Y=H 171, X=NH,. Y =H
172, X=0OH,Y=H

173, X=0H,Y=NH

175, X =NH, Y =H

i : »=-SR
R

165, X=NH,, Y=H
166, X=OH, Y=H
167, X=0H, Y = NH

l

&

168, X=NH, Y=H
169, X=0OH,Y=H
170, X=0H, Y=NH

Los derivados 8-alquilo 176 (Esquema 23) se preparan a partir de 123 (R5' =R? = THP) mediante tratamiento con
diisopropilamida de litio en tetrahidrofurano por debajo de -70°C, seguido de tratamiento con un haluro de alquilo.

5 Este procedimiento se utilizé con éxito en otros ribonucledsidos (Tanaka, H. y col.,

Chem. Pharm. Bull., 1983, 31,

787) pero no se habia aplicado nunca a 3’-desoxinucledsidos. Cuando se usa diéxido de carbono en lugar de haluro

de alquilo se obtiene el acido 8-carboxilico del nucledsido de purina 177. La esterificacion de 178, seguido de una

amoniolisis da la amida 181, que se deshidrata al nucleésido de 8-cianopurina 182. La reduccién de 178 con borano-

dimetilsulfuro proporciona el alcohol 179. Una oxidacioén leve con dimetilsulféxido y cloruro de oxalilo proporciona el
10 aldehido 180. Los compuestos 179 y 180 son intermedios versatiles para diversas modificaciones.

Esquema 23

S
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R R »\@k
e
123, R¥=R%=THP
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478, n=0-3,R=Ho Fh
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Los siguientes ejemplos de trabajo proporcionan una comprension adicional del alcance de la presente invencion.
Estos ejemplos tienen fines ilustrativos. Los disolventes equivalentes, similares o adecuados, los reactivos o las
condiciones de reaccion, pueden sustituirse por aquellos disolventes, reactivos o condiciones de reaccion
particulares descritos sin desviarse del alcance general del procedimiento.

Ejemplos

Se determinaron los puntos de fusion en tubos capilares abiertos con un aparato digital de punto de fusion
electrotérmico y no se corrigieron. Se registraron los espectros de absorcién UV con un espectrofotémetro Uvikon
931 (KONTRON) en etanol. Los espectros de RMN-'H se realizaron a temperatura ambiente con un
espectrofotometro Varian Unity Plus 400. Los desplazamientos quimicos se proporcionan en ppm campo abajo de la
referencia interna de tetrametilsilano. Se realizaron experimentos de intercambio de deuterio, de desacoplamiento o
2D-COSY con objeto de confirmar las asignaciones de proton. La multiplicidad de la sefial esta representada por s
(singlete), d (doblete), dd (doblete of dobletes), t (triplete), q (cuadruplete), br (ancho), m (multiplete). Todos los
valores de J estan en Hz. Los espectros de masas de FAB se registraron en un modo ionico positivo (FAB > 0) o
negativo (FAB < 0) con un espectrometro de masas JEOL DX 300. La matriz era alcohol 3-nitrobencilico (NBA) o
una mezcla (50:50, v/v) de dglicerol y tioglicerol (GT). Las rotaciones especificas se midieron con un
espectropolarlmetro Perkin-Elmer 241 (longitud de la trayectoria de 1 cm) y se proporcionan en unidades de 10™ deg
cm? g Los analisis elementales fueron realizados por Atlantic Microlab Inc. (Norcross, GA). Los analisis indicados
por los simbolos de los elementos o las funciones estaban dentro del + 0,4% de los valores teéricos. Se realiz6 una
cromatografia en capa fina en placas de gel de silice Whatman PK5F, realizandose la visualizacion de los productos
mediante absorbancia UV seguida de una carbonizacién con acido etanolsulfurico al 10% y calentando. La
cromatografia en columna se realiz6 en gel de silice (Fisher, S733-1) a presion atmosférica.

Ejemplo (de Referencia) 14
9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-B-D-xilofuranosil) adenina (14, R = H, X = Br, Y = NH», Z = H).

El compuesto 14 (R = 2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-ilo, X = Br, Y = NH;, Z = H, 500 mg, 1 mmol) se disolvié en
cloruro de hidrogeno metandlico preparado mediante la adicion de 3 gotas de cloruro de acetilo en 10 ml de metanol.
Después de 30 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 3 ml de una disolucién saturada de bicarbonato
sodico, y la mezcla se concentro a vacio a sequedad. El residuo se trituré con etanol hasta que el sobrenadante
mostré una absorcion significativa de UV a 260 nm. Los extractos en etanol se concentraron, y el residuo se
cristalizé en metanol para dar el deseado 14 (R = H, X = Br, Y = NHy, Z = H), 325 g (87%). RMN-"H (Ds-DMSO) &:
8,16, 8,32 (2s, H-2 y H-8), 6,10 (d, 1H, H-1’, Jy2> = 3,9 Hz), 5,91 (dd, 1H, H-2’, J+ 2> = 3,9, J>3 = 4,1 Hz), 5,85 (dd,
1H, H-3’, J23 = 4,1,J34 = 5,1 Hz), 4,38 (dt, 1H, H-4', J3 4 = 51, a5 = J4v,5-- = 5,0 Hz), 3,79 (dd, 2H, H-5',5"),
2,09 (s, 3H, Ac).

De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de purina, se prepararon los siguientes
nucledsidos de 2’-O-acetil-3'-bromo-3’-desoxi-D-xilo (14) y sus analogos L:

9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-B-D-xilofuranosil) guanina,

9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-f3-D-xilofuranosil)-6-cloropurina,

9,(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-p-D-xilofuranosil)-2,6-dicloropurina,

9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-B-D-xilofuranosil)-2-amino-6-cloropurina,

9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-p-D-xilofuranosil)-6-metiltiopurina y

9-(2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-B-D-xilofuranosil]-6-metoxipurina.
Ejemplo (de Referencia) 15

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-O-(2,5,5-trimetil- 1, 3-dioxolan-4-on-2-il)-B-D-xilo-furanosil] adenina (14, R = 2,5,5-
trimetil-1,3-dioxalan-2-ona-2-ilo, X = Br, Y = NH,, Z = H).

Se agité una mezcla de adenosina (13, Y = NH», Z = H, 10 g, 0,037 mol) y bromuro de a-aoetoxi-isobutirilo (24 g,
0,117 mol) en acetonitrilo (120 ml) a temperatura ambiente durante 45 minutos. El disolvente se eliminé a vacio, y el
residuo se disolvio en acetato de etilo, se lavd con una disolucién de bicarbonato sédico y agua, se seco sobre
sulfato sddico, y se concentrd a vaC|o El residuo se cristalizé en metanol dando 6,5 g (35%) de 14 (X=Br, Y = NH2,
Z = H), p. f. 169 - 170°C. RMN- H (Ds-DMSO) & 8 17, 8,26 (2s, 1H cada uno, H-2 y H-6), 6,16 (d, 1H, H-1’, Jy » =
3,5 Hz), 5,94 (dd, 1H, H-2’, Jy 2’ = 3,5 Hz, Jo’ 3° = 3,0 Hz), 4,92 (dd, 1H, H-3’, J2’3' = 3,0 Hz, J3'y’ = 4,8Hz),4,54
(m, 1H, H-4’), 3,94 (m, 2H H-5',5"), 2,10 (s, 3H, Ac) 1,73, 1,58, 1,47 (3s, 3H cada uno, grupos CHs en 5’). Las
aguas madres de la crlstallzaC|on de 14 contenian una mezcla de isdmeros de 2’-bromo-2’-desoxi-D-arabinosilo 15,
segun se valora mediante RMN- 'H.
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De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de purina, se prepararon los siguientes
derivados 3’-bromo-3’-desoxi (14) y sus analogos L:

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilofuranosil]-guanina,

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilo-furanosil]-6-cloropurina,

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-B-D-xilo-furanosil]-2,6-dicloropurina,
)-

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilo-furanosil]-2-amino-6-
cloropurina,

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilo-furanosil]-6-metiltiopurina,

9-[2-O-Acetil-3-bromo-3-desoxi-5-O-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilo-furanosil]-6-metoxipurina,

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-O-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil] guanina,

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil]-6-cloropurina,
)-

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil]-2,6-
dicloropurina,

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil]-2-amino-6-
cloropurina,

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil]-6-metiltiopurina
y

9-[3-O-Acetil-2-bromo-2-desoxi-5-0-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-arabino-furanosil]-6-metoxipurina.
Ejemplo 16
2’,3’-Anhidroadenosina (18, Y = NH», Z = H).

Se traté 9-[2-O-acetil-3-bromo-3-desoxi-5-0O-(2,5,5-trimetil-1,3-dioxolan-4-on-2-il)-3-D-xilo-fiuanosil] adenina 14 (5,0
g, 0,01 mol) con metoxido sodico 1 M en metanol (20 ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se
neutralizé con acido acético glacial, y se mantuvo en refrigeracion durante una noche. El cristalino 18 depositado se
recogié mediante filtracion, 2,1 g (84%). El espectro de RMN-"H de esta muestra es idéntico al preparado mediante
un procedimiento alternativo de Méndez, E. y col., J. Virol. 1998, 72, 4737.

De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de purina, se prepararon los siguientes
derivados 2’,3’-anhidro-D-ribo (18) y sus analogos L: 2’,3’-anhidroguanosina, 9-(2,3-anhidro-f3-D-ribofiuanosil]-6-
metil-mercaptopurina y 9-(2,3-anhidro-f3-D-ribofuranosil]-2-amino-6-metoxipurina.

Ejemplo 17
9-(3-Desoxi-3-yodo-3-D-xilofuranosil) adenina (19, X =1, Y = NHy, Z = H).

Se puso suavemente a reflujo una mezcla de 18 (Y = NHz, Z = H, 1 g, 4 mmol), yoduro sédico (1,5 g, 10 mmol),
acetato sadico (100 mg) y acido acético (5 ml) en butanona (30 ml) durante 3 horas. La evaporacion del disolvente a
vacio, y la trituracion del residuo con agua proporcionaron 19 (X =1, Y = NHz, Z = H), 1,2 g (80%). RMN-"H (De-
DMSO) 6: 8,24, 8,34 (2s, 1H cada uno, H-2 y H-8), 5,90 (d, 1H, H-1", J1°,2" = 4,7 Hz), 4,96 (dd, 1H, H-2’, J1°,2' = 4,7,
J2',3' =4,9 Hz), 4,60 (dd, 1H, H-3’, J2’, 3' = 4,9, J3' 4’ = 4,7 Hz), 4,80 (d, 2H, H-5",5"), 4,40 (m, 1H, H-4").

De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de 2’,3’-anhidro-D-ribopurina (14), se
prepararon los siguientes nucledsidos derivados 3’-desoxi-3’-yodo-D-xilo y sus analogos L:

referencia 9-(3-Desoxi-3-yodo-B-D-xilofuranosil) guanina,

referencia 9-(3-Desoxi-3-yodo-B-D-xilofuranosil)-6-metilmercaptopurina,
referencia 9-(3-Desoxi-3-yodo-B-D-xilofuranosil)-6-metoxipurina,

referencia 9-(3-Desoxi-3-yodo-B-D-xilofuranosil)-2-amino-6-metilmercaptopurina y
referencia 9-(3-Desoxi-3-yodo-B-D-xilofuranosil)-2-amino-6-metoxipurina.

Ejemplo 18
3’-Desoxiadenosina (20, Y = NH,, Z = H).
Se agité una disolucion de 19 (Y = NH,, Z = H, 380 mg, 1 mmol) en metanol (75 ml) en una atmdsfera de hidrogeno

en presencia de catalizador de PdBaSQ, al 5% (100 mg) y trietilamina (1 ml) a la presién inicial de 3 atm durante una
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noche. Después de eliminar el catalizador, el disolvente se evapord a vacio, y el residuo se cristalizd6 en metanol
para dar la 3-desoxiadenosina 20 (Y = NHy, Z = H), 200 mg (80%). El espectro de RMN-"H es idéntico al de la
cordicepina.

De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de 3’-yodo-D-xilo purina(19), se prepararon los
siguientes 3’-desoxinucledsidos y sus derivados L: 9-(3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil) guanina, 9-(3-desoxi-3-D-
eritropentofuranosil)-purina, 9-(3-desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-6-metoxipurina, 9-(3-desoxi-p-D-eritropento-
furanosil)-2-aminopurina y 9-(3-desoxi--D-eritropentofuranosil)-2-amino-6-metoxipurina.

Ejemplo (de Referencia) 19
3-(B-D-Ribofuranosil)-8-azaxantina (24, X = OH, Y = N).

A una disolucién de 5-nitrouridina (300 mg) en DMF (60 ml) se afiadié azida sddica (100 mg), y la mezcla se agité
durante una noche a temperatura ambiente. El disolvente se elimind a vacio, y el residuo se disolvié en una cantidad
minima de agua caliente, y el pH se ajustd a 3 - 4 con acido clorhidrico diluido. Los precipitados se recristalizaron en
agua, p. f. 164 - 166°C (desc.). Analisis calculado para CgH11NsOsH20: C, 35,64; H, 4,29; N, 23,1. Encontrado: C,
35,96; H, 4,01; N, 23,43.

Ejemplo (de Referencia) 20
1,2-O-Isopropiliden-5-O-metoxicarbonil-3-O-fenoxitiocarbonil-a-D-xilofuranosa (26, R = Ph).

A una disolucion de 1,2-O-isopropiliden-5-O-metoxicarbonil-a-D-xilofuranosa (25, 25,0 g, 0,1 mol) y 4-
dimetilaminopiridina (25 g, 0,2 mol) en piridina seca (250 ml) se afiadi6 gota a gota una disolucién de
clorotionoformiato de fenilo (50 g, 0,3 mol) en acetonitrilo (100 ml), y la mezcla de reaccién se agité a 50 - 60°C
durante 24 horas. La disolucion se concentrd a vacio, y el residuo se repartié entre cloruro de metileno y agua. La
capa organica se lavé sucesivamente con agua, hidréxido sédico 0,1 N, agua, acido clorhidrico 0,1 N y agua, y se
seco sobre sulfato sédico, y se concentré a vacio dando 26 (R = Ph) como un jarabe con un rendimiento cuantitativo
(38,2 g). Este jarabe se uso directamente en la siguiente etapa.

Ejemplo (de Referencia) 21
3-Desoxi-1,2-O-isopnopiliden-5-O-metoxicarbonil-a-D-eritropentofuranosa (27).

Se afiadié una disolucion de hidruro de tri-n-butilestafio (58 g, 0,2 mol) en tolueno (300 ml) durante un periodo de 3
horas a una disolucion en reflujo del compuesto 26 (R = Ph) anterior (19,2 g, 50 mmol) y 2,2’-azobisisobutironitrilo
(2,5 g, 15 mmol) en tolueno (400 ml). La mezcla se concentré a vacio, y el residuo se disolvié en acetonitrilo (300
ml), y la disolucion se extrajo con éter de petréleo (4 x 100 ml) para eliminar los derivados de tri-n-butilestafio. La
capa de acetonitrilo se concentré. La cromatografia en capa fina del residuo mostré una mancha principal, y el
espectro de RMN-"H indicé la presencia de tres grupos metilo y ninguin protén aromatico, pero una contaminacion
con una pequefa cantidad de derivados de butilestafio. Sin purificacion adicional, este producto se usé en la
siguiente etapa.

Ejemplo (de Referencia) 22
1,2-Di-O-acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-D-eritropentofuranosa (28).

A una disolucién agitada de 23 (2,32 g, 0,01 mol) en una mezcla de acido acético (60 ml) y anhidrido acético (6 ml)
se afiadié gota a gota acido sulfurico concentrado (3 ml) con enfriamiento en hielo a una tasa tal que la temperatura
se mantuvo a 15 - 25°C. Después de deja reposar durante una noche a temperatura ambiente, se afiadio hielo (250
g) a la disolucién, y después la mezcla se extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 ml). Los extractos combinados se
lavaron con una disoluciéon saturada de bicarbonato sodico (3 x 30 ml), se secaron sobre sulfato sédico, y se
concentraron a vacio dando 28 (2,8 g, 100%) como una mezcla anomérica. Este compuesto es lo suficientemente
puro como para ser usado en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo (de Referencia) 23
1-(2-O-acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-5-fluorouracilo (29, X = OH, Z = F).

Se calenté a reflujo una mezcla de 5-fluorouracilo (2,6 g, 0,02 mol), sulfato amodnico (aprox. 30 mg) en
hexametildisilazano (15 ml) hasta que se obtuvo una disolucién transparente. El disolvente se elimind a vacio, y el
residuo se disolvio en 1,2-dicloroetano (20 ml), y se afadié 1,2-di-O-acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-D-
eritropentofuranosa (28, 5,5 g, 0,02 mol) en 1,2-dicloroetano (20 ml). A la disolucién se afiadié tetracloruro de estafio
(5,2 g, 0,02 mol), y la mezcla se agitd durante una noche a temperatura ambiente, después se calentd durante 3
horas a 40 - 50°C durante 3 horas. Se afiadi6 una disolucién saturada de bicarbonato sédico (40 ml) y se agito hasta
que ceso la evolucion de dioxido de carbono. La mezcla se filtré a través de una capa de celita. La capa organica se
separo, se lavé cuidadosamente con una disolucion saturada de bicarbonato sédico (20 ml x 2) y agua (20 ml x 2),
se seco sobre sulfato sédico, y se concentré a sequedad a vacio. El residuo se cristalizé en etanol dando 29 (4,3 g,
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62%).

De una forma similar pero usando las correspondientes bases de purina, se prepararon los siguientes 2’,5-di-O-
acetil 3'-desoxinucledsidos y sus homdlogos L:

1 -(2,5-Di-O-acetiI-S-desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-N6-benzoiladenina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-6-cloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-2,6-dicloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(2,5-Di-O-acetil-3-desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-6-metilmercaptopurina.

Ejemplo (de Referencia) 24
1-(2-O-acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropen,ofuranosil)-6-cloropurina (30, X = Cl, Y = H).

Se calienté a refluyjo una mezcla de 6-cloropurina (3,1 g, 0,02 mol), sulfato amoénico (aprox. 30 mg) en
hexametildisilazano (25 ml) hasta que se obtuvo una disolucién transparente. El disolvente se eliminé a vacio, y el
residuo se disolvio en 1,2-dicloroetano (30 ml), y se afadio 1,2-di-O-acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-D-
eritropentofuranosa (28, 5,5 g, 0,02 mol) en 1,2-dicloroetano (20 ml). A la disolucién se afiadié tetracloruro de estafio
(5,2 g, 0,02 mol), y la mezcla se agitd durante una noche a temperatura ambiente, después se calentd durante 3
horas a 40 - 50°C durante 3 horas. Se afiadi6é una disolucion saturada de bicarbonato sédico (50 ml) y se agit6 hasta
que ceso la evolucion de dioxido de carbono. La mezcla se filtré a través de una capa de celita. La capa organica se
separo, se lavo cuidadosamente con una disolucion saturada de bicarbonato sédico (30 ml x 2) y agua (30 ml x 2),
se seco sobre sulfato sédico, y se concentré a sequedad a vacio. El residuo se cristalizé en etanol dando 30 (4,3 g,
62%).

De una forma similar pero usando las correspondientes bases de purina, se prepararon los siguientes 3'-
desoxinucledsidos protegidos en 2’,5' y sus homologos L:

1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-B-D-eritropentofuranosil)-N°-benzoiladenina,
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-6-cloropurina,
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-2,6-dicloropurina,
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(2-O-Acetil-3-desoxi-5-O-metoxicarbonil-3-D-eritropentofuranosil)-6-metilmercaptopurina.
Ejemplo (de Referencia) 25

1,2-O-Isopropiliden-5-O-t-bulildifenilsilil-a-D-xilofuranosa (31).

Se agité una mezcla de 1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa (38,0 g, 0,2 mol), t-butil-difenilclorosilano (70 g, 0,25
mol) e imidazol (21,5 g, 0,4 mol) en N,N-dimetilformamida (50 ml) a temperatura ambiente durante 1 hora. El
disolvente se eliminé a vacio, y el residuo se disolvié en acetato de etilo (1 ), y se extrajo con agua (300 ml x 2) y
salmuera (300 ml), se sec6 sobre sulfato sédico, y se concentré a sequedad a vacio dando 31 en bruto (86 g,
100%), que se uso directamente en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo (de Referencia) 26
1,2-O-Isopropiliden-3-0-mesil-5-O-t-butildifenilsilil-a-D-xilofuranosa (32, R = Ms).

Se afiadio gota a gota cloruro de mesilo (17 g, 0,15 mol) a una disolucién de 31 en bruto (43 g, 0,1 mol) en piridina
(100 ml), y la mezcla se dejo reposar durante una noche a temperatura ambiente. Se afadié hielo picado (1 1) a la
mezcla, y el producto se extrajo con cloruro de metileno (300 ml x 3). Los extractos se combinaron, se lavaron con
agua (300 ml x 2) y salmuera (300 ml), se secaron sobre sulfato sddico, y se concentraron a vacio a sequedad. Los
restos de piridina se eliminaron mediante una destilaciéon azeotrépica repetida con tolueno. El residuo se disolvié en
cloruro de metileno (500 ml) y se lavé con acido clorhidrico 0,1 N (250 ml x 2) y agua, se seco sobre sulfato sédico, y
se concentré a sequedad dando 32 en bruto (R = Ms), 50,1 g (99%). El espectro de RMN-"H de este material es lo
suficientemente puro como para ser usado directamente en la siguiente etapa.
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Ejemplo (de Referencia) 27
Metil 3-O-mesil-5-O-t-butildifenilsilil-D-xilofuranésido (33, R = Ms).

Una disolucién de 32 en bruto (50 g, 0,1 mol) en cloruro de hidrégeno metandlico anhidro al 1% (1 1) se mantuvo
durante una noche a temperatura ambiente, y después se evapord a vacio hasta un jarabe que se repartié entre
agua (100 ml) y cloruro de metileno (150 ml). La capa organica se separd, se lavo con agua (100 ml), se secé sobre
sulfato sodico, y se concentré a vacio, dando 33 en bruto, un jarabe, que pes6 48 g (100%). Este material no se
purificé adicionalmente sino que se uso6 directamente en la siguiente etapa.

Ejemplo (de Referencia) 28
Metil 2,3-anhidro-5-O-t-butildifenilsilil-D-ribofuranésido (34).

Se disolvio 33 en bruto (48 g, 0,1 mol) en cloruro de metileno (100 ml) y se traté con metéxido sdédico metandlico 2 M
(60 ml), y se puso a reflujo durante 2 horas. La sal insoluble se elimind mediante filtracion, y el filtrado se concentré a
vacio a sequedad. El residuo se disolvio en cloruro de metileno (150 ml), se lavd con agua (100 ml x 2), se seco
sobre sulfato sédico, y se concentré a sequedad dando 30 en bruto (38 g, 100%), que puede usarse directamente en
la siguiente etapa sin purificacion.

Ejemplo (de Referencia) 29
Metil 3-desoxi-3-yodo-5-O-t-butildifenilsilil-D-ribofuralésido (35, X = ).

Se calenté una mezcla de 34 (38 g, 0,1 mol), yoduro saédico (60 g, 0,4 mol), acetato sédico (0,6 g) y acido acético (70
ml) en acetona (500 ml) a reflujo durante 8 horas. La acetona se retiré a vacio, y el residuo se repartié entre cloruro
de metileno (500 ml) y agua (250 ml). La capa organica se separo, se lavo con 250 ml cada uno de agua, una
disolucion de tiosulfato sédico 0,1 M, agua y se seco sobre sulfato sédico. Después de la eliminacion del disolvente
a vacio, el residuo se cristalizo en etanol proporcionando 31 g (60,5%) de 35 (X = 1).

Ejemplo (de Referencia) 30
Metil 3-desoxi-5-O-t-butilfenilsilil-D-eritropentofurandsido (37, a partir de 35).

Se hidrogené el compuesto 35 (X = I, 25,6 g, 0,05 mol) en acetato de etilo (250 ml) con paladio al 5% sobre carbén
vegetal (2 g). Después de que cesara el consumo de hidrogeno, la mezcla se filtrd, y el filtrado se lavé con agua
(150 ml x 2), se seco sobre sulfato sédico, y se concentré6 a sequedad dando 37 en bruto (19 g, rendimiento
cuantitativo) que es lo suficientemente puro como para ser usado directamente en la siguiente etapa.

Ejemplo (de Referencia) 31
Metil 3-desoxi-5-O-t-butildifenilsilil-D-eritropentofurandsido (36, a partir de 34).

Se agité una suspension de hidruro de litio y aluminio (8,4 g, 0,2 mol) en éter etilico seco (220 ml) en una atmosfera
de nitrégeno y se enfridé en un bafo de hielo. A esta suspensién se afadié gota a gota una disoluciéon de 34 (19 g,
0,05 mol) en tetrahidrofurano seco (250 ml) a una tasa tal que la temperatura permanecié por debajo de 25°C.
Después de 2 horas, se cargd otro 1 g de hidruro de litio y aluminio, y la mezcla se agit6 durante una noche a
temperatura ambiente. La mezcla agitada se enfrid en un bafio de hielo, y se afiadié gota a gota isopropanol (100
ml), seguido de acetona (50 ml). La mezcla se concentré a vacio, y el residuo se repartié entre éter etilico (250 ml) y
agua (150 ml). Los materiales insolubles se filtraron a través de unlecho corto de celita que se lavo con éter. La capa
de éter se separd, se lavo sucesivamente con acido clorhidrico 0,2 N (150 ml x 2) y agua (150 ml x 2), se seco sobre
sulfato sédico y se concentré a sequedad dando 36 en bruto (16,5 g, 87%).

Ejemplo (de Referencia) 32
Metil 3-desoxi-D-eritropentofurandsido (38).

A una disolucion de 36 en bruto (13 g, 0,03 mol) en tetrahidrofurano (320 ml) se afiadi6é gota a gota una disolucion 1
M de hidrogenofluoruro de trietilamonio (100 ml), y la mezcla se agité durante 24 horas. La mezcla se concentr6 a
vacio, y el residuo se disolvio en agua (200 ml). Se afiadio carbonato de calcio en polvo (20 g), y la mezcla se agité
durante una noche a temperatura ambiente, y después se filtré. El filirado se concentré a vacio hasta un jarabe que
se disolvié en cloroformo (200 ml), se filtré y se evaporé a vacio proporcionando 38 en bruto (4,5 g, 100%).

Ejemplo (de Referencia) 33
1,2,5-Tri-O-acetil-3-desoxi-D-eritropentofuranosa (38).

A una mezcla agitada vigorosamente de metil 3-desoxi-D-eritropentofurandsido 37 en bruto (4,5 g, 0,03 mol) y acido
acético (80 ml) se afiadié anhidrido acético (40 ml), seguido de acido sulfarico (4 ml), y la mezcla de reaccion se
agitd durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla se repartié entre cloruro de metileno (150 ml) y agua
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helada (400 ml). La capa de agua se extrajo con cloruro de metileno (100 ml x 2). Las capas organicas combinadas
se lavaron dos veces con volumenes iguales de una disolucién saturada de bicarbonato sédico, una vez con agua,
se seco sobre sulfato sédico y se concentré a sequedad a vacio. Los restos de acido acético se ellmlnaron mediante
varias destilaciones azeotrépicas con tolueno dando 38 en bruto (5,1 g, 6%) El espectro de RMN- 'H muestra que
el principal constituyente de este producto contiene 3 grupos acetilo y es el anémero f.

Ejemplo (de Referencia) 34
1-(3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-5-fluorouracil (3’-desoxi-5-fluorouridina, 6b, X = OH, R = F).

Se agité una mezcla de un derivado de acetilo de 39 (X=0H, Z=F, 3,3 g, 0,01 mol) y trietilamina (3 ml) en metanol
(100 ml) durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a vacio a sequedad, y el residuo se
crlstallzo en etanol dando 3™-desoxi-5-fluorouridina (2,0 g, 83%), p. f. 169 - 171°C. RMN-"H (Ds-DMSO) &: 11,7 (s a,
1H, N°-H, intercambiable), 8,44 (d, 1H, H-6, Js.r = 7,1 Hz),5,7 (d, 1H, 2'-OH, intercambiable), 5,5 (estrecho m, 1H, H-
1), 5,3 (t, 1H, 5-OH, intercambiable), 4,1 - 4,5 (m, 2H, H-2’' y H-4’), 3,5 - 3,9 (m, 2H, H-5',5"), 1,6 - 2,2 (m, 2H, H-
3,3").

De una forma similar pero usando el correspondiente nucleésido de 2’,5-di-O-acetil purina, se prepararon los
siguientes 3’-desoxinucleosidos y sus homologos L:

-(3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-2-cloroadenina,
3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-6-cloropurina,
3-Desoxi-p-D-eritropentofuranosil)-2,6-dicloropurina,
3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,

)-

)-

)-

AL AN

3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
-(3-Desoxi-B-D-eritropentofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(3-Desoxi-f-D-eritropentofuranosil)-6-metilmercaptopurina.

1-
1-
1-
1-
1-
1-

Ejemplo (de Referencia) 35
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-mesil-3-D-xilofuranosil)-5-fluorouracilo.

Se calentd a reflujo una mezcla de 5-fluorouracilo (0,02 mol), sulfato amonico (aprox. 30 mg) en hexametildisilazano
(15 ml) hasta que se obtuvo una disolucién transparente. El disolvente se elimind a vacio, y el residuo se disolvié en
1,2-dicloroetano (20 ml), y se afiadi6 1,2,5-tri-O-acetil-3-O-mesil-D-xilofuranosa (5,5 g, 0,02 mol) en 1,2-dicloroetano
(20 ml). A la disolucion se afadié tetracloruro de estaiio (5,2 g, 0,02 mol), y la mezcla se agité durante una noche a
temperatura ambiente, después se calenté durante 3 horas a 40 - 50°C durante 3 horas. Se afiadié una disoluciéon
saturada de bicarbonato soédico (40 ml) y se agité hasta que ceso6 el desprendimiento de diéxido de carbono. La
mezcla se filtré a través de una capa de celita. La capa organica se separd, se lavé cuidadosamente con una
disolucién saturada de bicarbonato sédico (20 ml x 2) y agua (20 ml x 2), se sec6 sobre sulfato sodico y se concentro
a sequedad a vacio. El residuo se cristalizé en etanol dando el producto del titulo (62%). El espectro de RMN- 'H de
esta muestra es compatible con la estructura indicada.

De una forma similar pero usando las correspondientes bases de purina, se prepararon los siguientes
xilonucledsidos de 2’,5’-di-O-acetilo sustituidos en 3’ y sus homologos L:

1-(2,5-Di-O-acetiI-S-O-tosiI-B-D-xilofuranosil)-N6-benzoiladenina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-B-D-xilofuranosil)-6-cloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-p-D-xilofuranosil)-2,6-dicloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-B-D-xilofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-B-D-xilopentofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-B-D-xilopentofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(2,5-Di-O-acetil-3-O-tosil-B-D-xilofuranosil)-6-metilmercaptopurina.

Ejemplo (de Referencia) 36
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-3-D-xilofuranosil) timina.

Se calenté a reflujo una mezcla de timina (0,02 mol), sulfato amodnico (aprox. 30 mg) en hexametildisilazano (15 ml)
hasta que se tuvo una disolucién transparente. El disolvente se a vacio, y el residuo se disolvié en 1,2-dicloroetano
(20 ml), y se afadio 1,2,3,5-tri-O-acetil-D-xilofuranosa (5,5 g, 0,02 mol) en 1,2-dicloroetano (20 ml). A la disolucion
se afiadio tetracloruro de estafio (5,2 g, 0,02 mol), y la mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente,
después se calentod durante 3 horas a 40 - 50°C durante 3 horas. Se afiadié una disolucién saturada de bicarbonato
sodico (40 ml) y se agitd hasta que ceso la evolucién de didxido de carbono. La mezcla se filtré a través de una capa
de celita. La capa organica se separd, se lavé cuidadosamente con una disolucion saturada de bicarbonato sédico
(20 ml x 2) y agua (20 ml x 2), se seco sobre sulfato sédico y se concentro a sequedad a vacio. El residuo se
cristalizé en etanol dando el producto (4,3 g, 62%). El espectro de RMN- 'H de esta muestra es compatible con la
estructura indicada.
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De una forma similar pero usando las correspondientes bases de purina, se prepararon los siguientes
xilonucledsidos de 2’,5’-di-O-acetilo sustituidos en 3’ y sus homologos L:

1-(2,3,5-Tri-O-acetiI-B-D-xilofuranosiI)-N6-benzoiladenina,
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-3-D-xilofuranosil)-6-cloropurina,
1-(2,3,5-Tr-i-O-acetil-B-D-xilofuranosil)-2,6-dicloropurina,
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-3-D-xilofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-B-D-xilopentofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-B-D-xilopentofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(2,3,5-Tri-O-acetil-B-D-xiloftiranosil )-6-metilmercaptopurina.

Ejemplo (de Referencia) 37
1-(3-Desoxi-3-O-mesil-3-D-xilofuranosil)-5-fluorouracilo.

Se agité una mezcla de 1-(2,5-di-O-acetil-3-O-mesil-B-D-xilofuranosil }-5-fluorouracilo (4,24 g, 0,01 mol) en amoniaco
metandlico (100 ml) durante 30 minutos a 0°C, y se concentré a vacio a sequedad, y el residuo se cristalizé en
etanol dando 1-(3-desoxi-3-O-mesil-B-D-xilofuranosil)-5-fluorouracilo (2,82 g, 83%). La RMN-'H (Ds-DMSO)
demostré que no hay ningun grupo acetilo, pero hay un grupo mesilo en la molécula.

De una forma similar pero usando los correspondientes nucledsidos de 2’,5'-di-O-acetil purina, se prepararon los
siguientes 3’-O-mesil-nucledsidos y sus homologos L:

2-cloroadenina,
6-cloropurina,

1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-
1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-
1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-2,6-dicloropurina,
1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
1-(3-O-Mesil-3-D-xilofuranosil)-6-metoxipurina y
1-(3-O-Mesil-B-D-xilofuranosil)-6-metilmercaptopurina.

Ejemplo (de Referencia) 38
1-(B-D-Xilofuranosil)-5-fluorouracilo

Se agité una mezcla de 1-(2,3,5-tri-O-acetil-B-D-xilofuranosil)-5-fluorouracilo (3,88 g, 0,01 mol) y trietilamina (3 ml) en
metanol (100 ml) durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a vacio a sequedad, y el
reS|duo se cristalizé en etanol dando 1-(B-D-xilofuranosil)-5-fluorouracilo (2,0 g, 76%). Los espectros de UV y RMN-
'H (Me,S0O-d6) de esta muestra son coherentes con la estructura del producto.

De una forma similar pero usando las correspondientes bases de 2’,5-di-O-acetil purina, se prepararon los
siguientes xilonucleodsidos y sus homologos L:

-(B-D-Xilofuranosil)-2-cloroadenina,
B-D-Xilofuranosil)-6-cloropurina,
B-D-Xilofuranosil)-2,6-dicloropurina,
B-D-Xilofuranosil)-2-acetamido-6-cloropurina,
B-D-Xilofuranosil)-2-acetamido-6-metoxipurina,
B-D-Xilofuranosil)-6-metoxipurina y

)

1-
1-
1-
1-
1-
1-
1-(B-D-Xilofuranosil)-6-metilmercaptopurina.

~(
(
~(
~(
~(
(

VIl Procedimientos biolégicos

Esta divulgacion también proporciona un procedimiento eficiente para cuantificar la carga virica en un hospedador
usando una reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real ("Q-RT-PCR"). El procedimiento implica
el uso de una molécula de sonda fluorescente amortiguada que puede hibridar con un ADN o un ARN virico objetivo.
Por lo tanto, tras la degradacion exonucleolitica, puede detectarse una sefal fluorescente detectable. Por lo tanto, el
ADN o el ARN amplificado mediante la RT-PCR pueden ser detectados en tiempo real detectando la presencia de
sefales fluorescentes.

En una forma de realizacion especifica de la divulgacion, se proporciona el uso de la RT-PCR para cuantificar la
carga virica de un virus Flaviviridae.

En una forma de realizaciéon mas especifica, se proporciona el uso de la RT-PCR para cuantificar la carga virica del
BVDV en una linea celular MDBK o en una muestra de un hospedador.

En una forma de realizacion adicional de la divulgacion, se proporciona una molécula de sonda disefiada para emitir

fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea complementaria de la region de la NS5B de la
NADL del BVDV.
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En una forma de realizaciéon mas especifica de la divulgacién, se proporciona una molécula de sonda con una
secuencia de 5 6-fam-AAATCCTC-CTAACAAGCGGGTTCCAGG-tamara 3 (ID. de Secuencia N° 1) y cebadores
con una secuencia de sentido: 5-AGCCTTCAGTT-TCTTGCTGATGT-3’ (ID. de Secuencia N° 2) y antisentido: 5'-
TGTTGCGAAAGCACCAACAG-3’ (ID. de Secuencia N° 3).

En una forma de realizaciéon especifica de la divulgacion, se proporciona el uso de la RT-PCR para cuantificar en
tiempo real la carga virica de HCV en una muestra derivada de un hospedador o en una linea celular.

En una forma de realizaciéon mas especifica de la divulgacion, se proporciona el uso de la RT-PCR, una molécula de
sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacién exonucleolitica y para que sea complementaria del
genoma del HCV.

En una forma de realizacion mas especifica de la divulgacion, se proporciona el uso de la RT-PCR, una molécula de
sonda disefiada para emitir fluorescencia tras la degradacion exonucleolitica y para que sea complementaria de la
region 5’ no traducida del HCV.

En una forma de realizaciéon mas especifica de la divulgacién, se proporciona una molécula de sonda con una
secuencia de 5 6-fam-CCTCCAG-GACCCCCCCTCCC-tamara 3 (ID. de Secuencia N° 4) y cebadores con una
secuencia de sentido: 5-AGCCATGGCGTTAGTA(T/C)GAGTGT-3' (ID. de Secuencia N° 5) y antisentido: 5'-
TTCCGCAGACCACTATGG-3' (ID. de Secuencia N° 6).

A. Aislamiento del ARN y analisis cuantitativo mediante RT-PCR

Se desvela un procedimiento eficaz para cuantificar la carga virica en un hospedador, denominado reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real ("RT-PCR"). El procedimiento implica el uso de una molécula de sonda
fluorescente amortiguada que puede hibridar con el ADN o el ARN virico. Por lo tanto, tras la degradacion
exonucleolitica, puede seguirse una sefal fluorescente detectable. Por lo tanto, el ADN o el ARN amplificado
mediante la RT-PCR se detectan en tiempo real siguiendo la presencia de sefiales fluorescentes.

Como una ilustracion de este procedimiento, en el caso del BVDV en células MDBK, en una primera etapa se aisla
el ARN virico a partir de 140 pl del sobrenadante del cultivo celular mediante una columna disponible
comercialmente (kit de extraccion de ARN virico, QiaGen, CA). Entonces el ARN virico se eluye desde la columna
para producir un volumen total de 60 pl, y subsiguientemente se amplifica con un protocolo de RT-PCR cuantitativa
usando un cebador adecuado para la cepa NADL del BVDV. Se hibrida una molécula de sonda fluorescente
amortiguada con el ADN del BVDV, que experimenta entonces una degradacion exonucleolitica que da como
resultado una sefal fluorescente detectable. Por lo tanto, el ADN amplificado mediante la RT-PCR se detectd en
tiempo real monitorizando la presencia de sefiales fluorescentes. La molécula de sonda TagMan (5’-6-fam-
AAATCCTCCTAACAAGCGGGTTCCAGG-tamara 3’ [ID. de Secuencia N° 1] y los cebadores (sentido: 5'-
AGCCTTCAGTTTCTTGCTGATGT-3’ [ID. de Secuencia N° 2]; y antisentido: 5-TGTTGCGAAAG-CACCAACAG-3’
[ID. de Secuencia N° 3]) se disefiaron con la ayuda del programa informatico Primer Express (PE-Applied
Biosystems) para que fueran complementarios de la region de la NS5B de la NADL del BVDV. Se analizaron un total
de 10 pl de ARN en una mezcla de 50 pl de RT-PCR. Los reactivos y las condiciones usadas en la PCR cuantitativa
se adquirieron en PE-Applied Biosystems. La curva estandar se cred usando el inéculo del virus no diluido que
variaba desde 6.000 unidades formadoras de placa (UFP) hasta 0,6 UFP por mezcla de RT-PCR. Se obtuvo
rutinariamente un intervalo lineal de mas de 4-logs.

Puede tomarse un enfoque comparable para medir la cantidad de otros Flaviviridae (mas importantemente HCV,
YFV, Dengue, virus del Nilo occidental y otros) en una muestra clinica o en una muestra de tejido cultivado. Por
ejemplo, la combinacion de la purificacion del ARN del HCV con una RT-PCR en tiempo real usando los siguientes
cebadores (5-TTCCGCAGACCACTATGG-3’ [ID. de Secuencia N° 4] y 5-AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGT-3’
[ID. de Secuencia N°. 5]) y la sonda (5'-6-fam-CCTCCAGGAC-CCCCCCTCCC-tamara-3’ [ID. de Secuencia N°. 6])
dio como resultado un intervalo lineal de deteccion de la carga virica de 7-log.

B. Célula / materiales viricos

Uno de los miembros mejor caracterizados del género Pestivirus es el BVDV. El BVDV y el HCV comparten al
menos tres caracteristicas comunes, que son las siguientes: (1) ambos experimentan una traduccién mediada por
IRES; (2) el cofactor NS4A es requerido por su proteasa de serina NS3; y (3) experimentan un procesado de
poliproteina similar dentro de la region no estructural, especialmente en el sitio de unién de NS5A y NS5B.

Se uso el sistema de replicacion del BVDV para el descubrimiento de los compuestos anti-Flaviviridae. Los
compuestos descritos en este documento son activos frente a Pestivirus, Hepacivirus y/o Flavivirus.

Se hicieron crecer células de rifion bovino Maldin-Darby (MDBK) y se mantuvieron en un medio de eagle modificado
(DMEM/F12; GibcoBRL), complementado con un 10% de suero de caballo termoinactivado a 37°C en una estufa de
incubacion humidificada con un 5% de COs..
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El virus de la diarrea virica bovina (BVDV), cepa NADL, provoca un efecto citopatdégeno (CPE) tras la infeccion de
estas células.

C. Ensayo antivirico

Se aislaron células MDBK, crecidas en medio DMEM/F12 - 10% de suero de caballo (HS), con técnicas
convencionales usando tripsina-EDTA. Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a 5 x 10*
células/pocillo, con compuesto de prueba (concentracién 20 micromolar (uM)) para dar un volumen total de 100
microlitros (ul). Después de una hora se retir6 el medio y las células se infectaron a una multiplicidad de infeccion
(MOI) de 0,02 o de 0,002 en un volumen total de 50 ul durante 45 minutos. A continuacion, se retird el virus y las
células se lavaron dos veces con 100 pl de medio de ensayo. Finalmente, las células infectadas se incubaron en un
volumen total de 100 ml que contenia el compuesto de prueba a una concentracion de 10, 40 6 100 uM. Después de
22 horas, se recogio el sobrenadante celular retirando los desechos celulares mediante una centrifugacion a baja
velocidad, y subsiguientemente se ensayo la presencia del virus de una forma cuantitativa.

D. Ensayo de citotoxicidad de compuestos candidatos anti-Flaviviridae

El ensayo de citotdxicos ya se realizdé aqui como una técnica estandar. En resumen, las células se sembraron en
placas de 96 pocﬂlos a diversas concentraciones (dependiendo del tipo celular, de la duracién del ensayo),
tipicamente a 5 x 10° células por pocillo, en presencia de concentraciones crecientes del compuesto de prueba (0, 1,
3, 10, 33 y 100 uM). Después de una incubacion de tres dias se midio la viabilidad celular y la actividad mitocondrial
afadiendo el colorante MTS (Promega), seguido de a 3 horas de incubacion. A continuacion, las placas que
contienen al pigmento se leyeron a 490 nm. Dichas metodologias estan bien descritas y disponibles en el fabricante
(Promega).

Ejemplo 53
La curva estandar de cuantificacion de la RT-PCR del BVDV

La disolucion madre estandar de BVDV contenia 2 x 10° UFP/ml, segun se determiné mediante un ensayo rutinario
en placa (Mendez, E. y col., J. Virol. 1998, 72, 4737). El ARN virico se extrajo a partir de 140 ul de este material de
inoculo y se eluy6 desde una columna usando 60 ul de un tampén de elucion. Este material de ARN purificado se
diluyé entonces poco a poco desde 10" hasta 10®°. Usando la técnica de amplificaciéon mediante RT-PCR en tiempo
real se ensayaron 10 ul de cada dilucion. A partir de este experimento, esta claro que esta tecnologia permite una
cuantificacion fiable de mas de 4-logs del virus (desde 6.000 hasta 0,6 UFP/ de entrada en la mezcla de
amplificacion). El limite inferior de deteccion en este experimento es de 0,6 UFP o -0.22 log UFP. Por lo tanto, los
valores de la cuantificacion mediante RT-PCR en tiempo real de las muestras de prueba por debajo de este limite
deteccion fueron considerados no fiables.

Ejemplo 54
El ciclo de replicacion del BVDV en células MDBK

Con objeto de medir la produccion del BVDV en células MDBK y determinar el tiempo 6ptimo de recogida a lo largo
de un cierto periodo de tiempo, las células se sembraron a 5 x 10* células/pocillo y se infectaron con una MOI = 0,02
o con una MOI = 0,002. Después de la infeccion, se retiré el indculo y las células se lavaron dos veces con medio de
cultivo. En diferentes puntos temporales se recogié el sobrenadante celular y se midi6é la cantidad de virus y se
comparé con el indculo original y el lavado celular. Se necesitaron al menos 2 etapas de lavado para eliminar el
inodculo del virus. La cantidad de virus producido 22 horas después de la infeccion iguala aproximadamente a la
cantidad de virus usado para inocular las células. Basandonos en estos resultados, el tiempo requerido para un ciclo
de replicacion del BVDV en células MDBK era de 22 horas. Notese que el nivel de deteccién establecido en estos
experimentos se baso en el limite inferior de deteccidén determinado mediante la curva estandar.

Ejemplo 55
Evaluacion de compuestos antiviricos candidatos usando una RT-PCR

Se sembraron células MDBK a 5 x 10* células/pocillo y se infectaron con BVDV a una multiplicidad de infeccion
(MOI) igual a 0,02 y se hicieron crecer durante 22 horas en presencia de un compuesto de prueba. Las células que
no se trataron con un compuesto de prueba se consideraron un control negativo, mientras que la ribavirina sirvid
como control positivo. EI ARN virico se extrajo y se analizé mediante una RT-PCR en tiempo real. Un experimento
tipico demuestra que el control negativo y la mayoria de las células tratadas produjeron unas cantidades
comparables de virus (entre 1,5y 2 log UFP/entrada), demostrando efectivamente que los compuestos de prueba no
son activos. Sin embargo, las células tratadas con el control positivo, ribavirina (RIB) o con 5-hidroxiundina (3-D-CL)
no reivindicadas mostraron una ausencia practicamente completa de ARN virico. Las RIB y -D-CL no reivindicadas
reducen la produccion virica en aproximadamente 2 log UFP, o el 99%, en el periodo de reproduccion de 22 horas.
La potencia exacta de estos compuestos no puede ser deducida a partir de este tipo de experimento, dado que el
limite de deteccion en este experimento se establece en -0,22 log UFP, y sélo se produce un ciclo de replicacion
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virica en las condiciones experimentales establecidas.

Las potencias, o el efecto de la concentracion de los compuestos que inhibe la produccion del virus en un 50% o en
un 90% (valores de CEsp o de CEgo, respectivamente), de los compuestos anti-BVDV, se determinaron en un
conjunto similar de experimentos, pero en un intervalo mas amplio de concentraciones de compuesto de prueba (0,
1, 3, 10, 33, 100 uM). El valor de la CEg se refiere a la concentraciéon necesaria para obtener una reduccion de 1-log
en la produccién virica en un periodo de 22 horas. Los compuestos que mostraron una potente actividad antivirica se
enumeran en la Tabla 21. Esta tabla proporciona la maxima reduccidon en la carga virica observada a una
concentracion dada 22 horas después de la infeccion.

Tabla 21: carga virica del BVDV 22 horas después de la infeccion

ID n conc. (uM) [Reduccién Log media
#p-D-DJ |1 40 1,58
B-D-DK 2 100 2,17
B-D-DL 2 100 1,33

# no reivindicado

Ejemplo 56
Sistemas de cultivo celular alternativos para la determinacién de las actividades antiviricas

El ensayo descrito anteriormente puede adaptarse a los otros miembros de los Flaviviridae cambiando el sistema
celular y el patdégeno virico. Las metodologias para determinar la eficacia de estos compuestos antiviricos incluyen
modificaciones de las técnicas convencionales segun se describen en Holbrook, MR y col., Virus Res. 2000, 69 (1),
31; Markland, W y col., Antimicrob. Agents. Chemother. 2000, 44 (4), 859; Diamond, MS y col., J. Virol. 2000, 74
(17), 7814; Jordan, I. y col., J. Infect. Dis. 2000, 182, 1214; Sreenivasan, V. y col., J. Virol. Methods 1993, 45 (1), 1; o
Baginski, SG y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2000, 97 (14), 7981 o la tecnologia de la RT-PCR en tiempo real.
Especificamente, puede usarse un sistema de replicon del HCV en células HuH7 (Lohmann, V y col., Science, 1999,
285 (5424), 110) o modificaciones del mismo (Rice y col., 2000, resumen del Xth International Symposium for Viral
Hepatitis and Liver Disease, Atlanta, GA).

Ejemplo 58
Ensayo antivirico de compuestos candidatos para virus respiratorios

Durante el transcurso de estos experimentos se han ensayado compuestos a partir de la formula general (I) para
comprobar sus actividades antiviricas frente a un conjunto de virus que infectan el tracto respiratorio superior. Las
metodologias usadas para estos fines estan bien descritas. Los siguientes protocolos son procedimientos operativos
estandar tomados de Virology Branch, Division of Microbiology and Infectious Diseases, MAID, NIH.

A. Virus y lineas celulares usados en el cribado primario
(i) Gripe Ay B

Cepas viricas: A/Beijing/262/95 (H1N1) (fuente CDC); A/Sydney/05/97 (H3N2) (fuente CDC); B/Beijing/184/93
(fuente: CDC).

Linea celular: rifién canino Maldin Darby (MDCK)

(ii) Virus Respiratorio Sincitial (RSV)

Cepa virica A2 (fuente: ATCC).
Linea celular: células de rifidn de mono verde africano (MA-104)

(i) Virus paragripal de tipo 3

Cepa virica: 14702 (fuente: cepa clinica 5/95 Boivin, Montreal, Canada)
Linea celular: células de rifidn de mono verde africano (MA-104)

B. Procedimientos de actividad antivirica

(i) Inhibicién del efecto citopatico virico (CPE)

Esta prueba se realiz6 en placas de microtitulacion de 96 pocillos. En esta prueba de inhibiciéon del CPE se afiadiran
cuatro diluciones de log1o de cada compuesto de prueba a 3 copas que contienen la monocapa celular; entonces se
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afnade el virus a los 5 min y la placa se precinta, se incuba a 37°C y se lee microscopicamente la CPE cuando los
controles infectados sin tratar desarrollan una CPE de 3 a 4+ (aproximadamente entre 72 y 120 horas). Se evalua un
farmaco de control positivo conocido en paralelo con el farmaco de prueba en cada prueba. Este farmaco es
Ribavirina para la gripe, el sarampion, el RSV y la paragripe.

(ii) Aumento en la captacion de colorante rojo neutro (NR).

Esta prueba se realiza para validar la inhibicién de la CPE observada en la prueba inicial, y utiliza la misma placa de
microtitulacion de 96 pocillos después de que se haya leido la CPE. Se afade rojo neutro al medio; las células no
dafadas por el virus captan una mayor cantidad de colorante, que se lee en un lector de microplacas informatizado.
Se usa el procedimiento descrito por McManus (Appl. Environment. Microbiol. 31: 35 - 38, 1976). A partir de esta
captacion de colorante se determina una CEso.

(i) Prueba de confirmacién: CPE visual y ensayo sobre el rendimiento del virus

Los compuestos considerados activos por la inhibicién de la CPE y por la captacion de tinte NR se volveran a probar
usando tanto la inhibicion de la CPE como el efecto sobre la reduccion en el rendimiento del virus. Los eluidos
recogidos de la prueba inicial se ensayan para comprobar el titulo de virus mediante dilucién sucesiva en
monocapas de células susceptibles. El desarrollo de una CPE en estas células es indicativo de la presencia de virus
infecciosos. La CEgg, que es el farmaco que inhibe la produccién de virus en 1-log, se determiné a partir de estos
datos.

La Tabla 23 resume los resultados de parte de la prueba antivirica.

El compuesto B-D-CL es un potente compuesto anti-RSV in vitro con un indice de selectividad de 150. No
reivindicado.

Tabla 23: efecto antivirico en virus respiratorios

Prueba inicial, cribado antivirico con virus respiratorios mediante inhibicién de la CPE (Visual)

B-D-CL# B-D-DJ#
. CEsp (uM) >5 > 500
Gripe A (H1N1) |S** 0 0
. CEsp (uM) >5 > 500
Gripe A (H3N2) IS 0 0
. CEsp (uM) >5 50
Gripe B IS 0 > 10
" CEso (uM) 0,5 500
RSV |S** 150 0
Virus de paragripe de tipo 3 CEso SEM) 90 >500
IS 0 0
‘Prueba inicial, cribado antivirico con virus respiratorios mediante rojo neutro
B-D-CL# B-D-DJ#
. CEsp (uM) 8 > 500
Gripe A (H1N1) IS 1.1 0
. CEsp (uM) >5 > 500
Gripe A (H3N2) IS 0 0
. CEsg (],J.M) >5 110
M |S** 0 > 4,5
" CEsp (uM) <0,5 > 500
RSV IS > 170 0
Virus de paragripe de tipo 3 CET%SEM) 410 5>0»(|)

*RSV: virus respiratorio sincitial A
**|S: indice de selectividad (Clso/CEgp)

Ejemplo 59
Pruebas antiviricas de compuestos candidatos para Flaviviridae

A. El sistema de replicon del HCV en células Huh?.

Pueden cultivarse células Huh7 portadoras del replicon del HCV en medio DMEM (elevada glucosa, sin piruvato)
que contiene un 10% de suero bovino fetal, 1X de aminoacidos no esenciales, Pen-Strep-Glu (100 unidadesl/litro,
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100 microgramos/litro y 2,92 mg/litro, respectivamente) y entre 500 y 1.000 microgramos/mililitro de G418. Pueden
realizarse ensayos de cribado antiviricos en el mismo medio sin G418 como sigue: con objeto de mantener las
células en una fase de crecimiento logaritmico, se siembran células en una placa de 96 pocillos a una densidad baja
de, por ejemplo, 1000 células por pocillo. Se afiade el compuesto de prueba inmediatamente después de sembrar
las células y se incuban durante un periodo de 3 a 7 dias a 37°C en una estufa de incubacién. Entonces se elimina el
medio y las células se preparan para una extraccion total de acidos nucleicos (incluyendo el replicon de ARN vy el
ARN del hospedador). Entonces puede amplificarse el replicon de ARN en un protocolo de Q-RT-PCR, y
consecuentemente cuantificarse. Las diferencias observadas en la cuantificacion del replicon de ARN es una forma
de expresar la potencia antivirica del compuesto de prueba. Un experimento tipico demuestra que en el control
negativo y en la configuracion de los compuestos activos se produce una cantidad comparable de replicn. Esto
puede concluirse porque el ciclo umbral medido para la RT-PCR del HCV en ambas configuraciones estan cercanos
entre si. En dichos experimentos, una forma de expresar la eficacia antivirica de un compuesto es restar el ciclo
umbral de RT-PCR del compuesto de prueba del ciclo umbral medio de RT-PCR de control negativo. Este valor se
denomina DeltaCt (ACt o DCt). Una ACt de 3,3 significa una reduccion de 1-log (significa CEgo) en la produccion del
replicon. Es compuestos que dan como resultado una reduccion en los niveles de replicon de ARN del HCV de mas
de 2 valores de ACt (reduccién del 75% del replicon de ARN) son compuestos candidatos para la terapia antivirica.
Dichos compuestos candidatos pertenecen a estructuras con una férmula general | - b o su enantiomero B-L. La
Tabla 24 proporciona los valores medios de ACt (N = numero de veces probado) que puede obtenerse si se incuban
los compuestos objetivo de la forma descrita durante 96 horas. Como control positivo se toma conjuntamente el
interferon alfa-2a recombinante (Roferon-A, Hoffmann-Roche, Nueva Jersey, EE.UU.) como control positivo.

Sin embargo, este valor de ACt del HCV no incluye ningun parametro de especificidad para la polimerasa de ARN
dependiente de ARN virico codificada por el replicén. En una configuracion tipica, un compuesto podria reducir tanto
la actividad de la polimerasa de ARN del hospedador como la actividad de la polimerasa codificada por el replicén.
Por lo tanto, la cuantificacion del ARNr (o de cualquier otro producto de la polimerasa | de ARN del hospedador) o
del ARNm de la beta-actina (o de cualquier otra polimerasa Il de ARN del hospedador) y la comparacién con los
niveles de ARN de control sin farmaco, es una medida relativa del efecto de los compuestos de prueba sobre las
polimerasas de ARN del hospedador. La Tabla 24 también ilustra los valores de ACt para el ARNr de los
compuestos de prueba.

Con la disponibilidad de ambos datos de la ACt del HCV y de la ACt del ARNr, puede introducirse otro parametro de
especificidad. Este parametro se obtiene restando ambos valores de ACt entre si. Esto da como resultado unos
valores de Delta-DeltaCT (AACt o DDCt); un valor por encima de 0 significa que hay un mayor efecto inhibidor en la
polimerasa codificada por el replicén, un valor de AACt por debajo de 0 significa los niveles de ARNr del hospedador
estan mas afectados que los niveles de replicon. La actividad antivirica de los compuestos probados, expresada
como valores de AACHt, se proporciona en la Tabla 24. Como norma general, los valores de AACt por encima de 2 se
consideran significativamente diferentes del control de tratamiento sin farmaco, y por lo tanto, muestran una
actividad antivirica apreciable. Sin embargo, los compuestos con un valor de AACt menor de 2, pero que muestran
unos datos de citotoxicidad molecular limitados (ACT del ARNr entre 0 y 2), también son posibles compuestos
activos.

En otra configuracion tipica, un compuesto podria reducir la actividad de polimerasa de ARN del hospedador, pero
no la actividad de polimerasa de ADN del hospedador. Por lo tanto, la cuantificacion del ADNr o del ADN de la beta-
actina (o de cualquier otro fragmento de ADN del hospedador) y la comparacién con los niveles de ADN del control
sin farmaco, es una medida relativa del efecto inhibidor del compuesto de prueba sobre las polimerasas de ADN
celulares. La Tabla 25 ilustra los valores de ACt para el ADNr de los compuestos de prueba.

Con la disponibilidad de ambos datos de la ACt del HCV y de la ACt del ADNr, puede introducirse otro parametro de
especificidad. Este parametro se obtiene restando ambos valores de ACt entre si. Esto da como resultado unos
valores de AACt; un valor por encima de 0 significa que hay un mayor efecto inhibidor en la polimerasa codificada
por el replicon, un valor de AACt por debajo de 0 significa los niveles de ARNr del hospedador estan mas afectados
que los niveles de replicén. La actividad antivirica de los compuestos probados, expresada como valores de AACt,
se proporciona en la Tabla 25. Como norma general, los valores de AACt por encima de 2 se consideran
significativamente diferentes del control de tratamiento sin farmaco, y por lo tanto, es un compuesto interesante para
una evaluacion adicional. Sin embargo, los compuestos con un valor de AACt menor de 2, pero con una citotoxicidad
molecular limitada (ACT del ADNr entre 0 y 2) pueden ser deseables.

Los compuestos que dan como resultado una reduccién especifica de los niveles de replicon de ARN del HCV, pero
con unas reducciones limitadas en los niveles celulares de ARN y/o ADN son compuestos candidatos para la terapia
antivirica. Se detectaron compuestos candidatos por su capacidad especifica para reducir el ARN de Flaviviridae
(incluyendo BVDV y HCV), y compuestos potentes (Tablas 21, 24 y 25).
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Tabla 24
ACt media del ACt media AACt

D n ARN del HCV del ARNr media
#3-D-DD 1 6,60 4,99 1,61
-D-DH 3 4,13 2,91 1,21
#3-D-DJ 5 3,51 3,62 -0,11
IFN 4 5,21 0,69 4,52
ribavirina 2 3,13 2,35 0,78

# no reivindicado
Tabla 25

ACt media del ACt media AACt

D n ARN del HCV del ARNr media
#3-D-DD 1 6,60 3,30 3,30
-D-DH 1 4,14 0,89 3,25
#3-D-DJ 1 4,84 2,70 2,14

# no reivindicado
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula [l - b]:

[I-b]

o su enantiémero B-L o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

D es hidrogeno;

W es CH;

W2 es N

cada X'y X? es independientemente hidrégeno, halégeno (F, Cl, Br o 1), NHz, NHR* o NR*R*;

R “es hidroégeno, halégeno (F, Cl, Bro I) u OH;

R es hidrogeno, Cl, Br, | u OH,

R “es hidrégeno, halégeno (F, Cl, Bro I) u OH;

R* es hldrogeno Cl,Brol;

cada R* y R" es independientemente hidrégeno, alquilo inferior, alquenllo inferior, arilo, o arilalquilo; de forma
que para el nucledsido de formula general (I - b) al menos uno de R? y R? es hidrégeno y al menos uno de R® y
R* es hidrégeno;

en donde "alquilo inferior" se refiere a un grupo alquilo saturado lineal, ramificado o ciclico de C a Cy;
para su uso en el tratamiento o la profilaxis de una infeccion virica por Flaviviridae, siempre que:

el compuesto de formula | - b no sea 3’-desoxiadenosina cuando dicho uso es el tratamiento de enfermedades
mediadas por el virus de la hepatitis C, y

el compuesto de férmula | - b no sea 6-cloro-3’-desoxiguanosina cuando dicho uso es un procedimiento para el
tratamiento o la prevencion de infecciones por Flavivirus en un hospedador que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de 6-cloro-3’-desoxiguanosina.

2. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que el nucledsido 3-D de la férmula (I - b) se selecciona de
entre uno de los siguientes:

X' x? w' R? R2’ R3 R3’
NH. H CH H H H H
Cl H CH F H H H
NH. H CH H OH H H
Cl H CH H OH H H

o su enantiémero B-L o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un compuesto de férmula:
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Y
(1)

HG

0 su enantiémero B-L o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento o la profilaxis
de una infeccion virica por Flaviviridae.

4. Un compuesto de férmula:

oH
N
=
=
HO N N NH,
]
#0“

H

0 su enantiémero B-L o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento o la profilaxis
de una infeccion virica por Flaviviridae.

5. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en el que cada R* y R* es independientemente fenilo o
bencilo sustituido o no sustituido.

10 6. El compuesto para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la infeccién virica por
Flaviviridae es una infeccion por el virus de la hepatitis C.

7. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 6, en el que la infeccién virica por Flaviviridae es una infeccion
por el virus de la hepatitis C y en el que el compuesto esta en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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