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DESCRIPCION
Procedimiento para el tratamiento de infecciones por ortomixovirus
5 Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad sobre a) la solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/272.254 presentada el 4 de
septiembre de 2009; b) la solicitud provisional de EE.UU. n° 61/282.508 presentada el 22 de febrero de 2010 y c) la
solicitud provisional de EE.UU. n° 61/353.935 presentada el 11 de junio de 2010.

10
Ambito

La presente solicitud se refiere a iminoazlcares y a procedimientos para el tratamiento de infecciones viricas con
iminoazucares y, en particular, al uso de iminoazlcares para el tratamiento y/o la prevencion de infecciones viricas
15 causadas por, o asociadas a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae.

Resumen
Una forma de realizaciéon se refiere a un procedimiento para tratar o prevenir una enfermedad o una afeccion

20 causada por, o asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, procedimiento que comprende la
administracion a un sujeto en necesidad de la misma de una cantidad eficaz de un compuesto de la formula:

W->0
w,Q
7,
,’"l, \\\\\\\OW3
oW,
N
R , 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que R se

selecciona de entre grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos arilo sustituidos o no sustituidos, o grupos
25 oxaalquilo sustituidos o no sustituidos; o en la que R es

X . X5 R; es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;
X1-5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 o
NHo>;
Y esta ausente o es un grupo alquilo C; sustituido o no
—R,—Y—2Z X3 sustituido, distinto a carbonilo; y
Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condicién de
que cuando Z es un enlace, Y esta ausente, y con la condicién
de que cuando Z es NH, Y es grupo alquilo C; sustituido o no
Xs Xy zustituido, distinto a carbonilo;

40 en la que W14 se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos haloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos alcanoilo sustituidos o no sustituidos, grupos aroilo sustituidos
0 no sustituidos, o grupos haloalcanoilo sustituidos o no sustituidos.

Otra forma de realizacion se refiere a un procedimiento para inhibir la infectividad de una célula infectada con un

45 virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, procedimiento que comprende poner en contacto una célula
infectada con un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae con una cantidad eficaz de un compuesto de la
féormula:
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W-,0
w19
//,’I,' \\\\OW3
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N
R

, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que R se
selecciona de entre grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos arilo sustituidos o no sustituidos o grupos
oxaalquilo sustituidos o no sustituidos; o en la que R es

Xy X

—R,—Y—7Z X,

Xs X4

R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

X1-5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 0 NHy;

Y esta ausente o es un grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condiciéon de que cuando Z es un enlace, Y esté ausente, y con la
condicion de que cuando Z es NH, Y es grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo;

y

en la que Wi.4 se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos haloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos alcanoilo sustituidos o no sustituidos, grupos aroilo sustituidos
0 no sustituidos, o grupos haloalcanoilo sustituidos o no sustituidos.

Dibujos

La Figuras 1(A)-(E) presentan las formulas quimicas de los siguientes iminoazucares: A) N-Butil desoxinojirimicina
(NB-DNJ o UV-1); B) N-Nonil desoxinojirimicina (NN-DNJ o UV-2); C) N-(7-Oxadecil)desoxinojirimicina (N7-O-DNJ o
UV-3); D) N-(9-Metoxinonil)desoxinojirimicina (N9-DNJ o UV-4); E) N-(N-{4'-azido-2'-nitrofenil}-6-aminohexil)
desoxinojirimicina (NAP-DNJ o UV-5).

La Figura 2 es un esquema sintético de la NN-DNJ.

La Figuras 3A-D ilustran la sintesis de N7-O-DNJ. En particular, la Figura 3A muestra una secuencia de reacciones
gue dan lugar a la N7-0-DNJ; la Figura 3B ilustra preparacion de 6-propiloxi-1-hexanol; la Figura 3C ilustra
preparacion de 6-propiloxi-1-hexanal; la Figura 3D ilustra la sintesis de N7-O-DNJ.

La Figuras 4A - C se refieren a la sintesis de N-(9-metoxinonil) desoxinojirimicina. En particular, la Figura 4A ilustra
la preparacion de 9-metoxi-I-nonanol; la Figura 4B ilustra la preparacion de 9-metoxi-l-nonanal; la Figura 4C ilustra la
sintesis de N-(9-metoxinonil) desoxinojirimicina.

La Figura 5 presenta los efectos de la administracion durante 10 dias de UV-5 sobre la supervivencia de ratones
infectados por la gripe AHIN1.

La Figura 6 presenta los datos de seguridad in vivo para UV-4 y UV-5.

La Figura 7 presenta los datos de seguridad tras una exposicion al virus H1/N1 en ratones tratados con UV-4 frente
a ratones de control.
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Descripcion detallada
Documentos de patente relacionados
Los siguientes documentos patentes pueden ser Utiles para la comprension de la presente divulgacion:

1) patente de EE.UU. n° 6.545.021;

2) patente de EE.UU. n° 6.809.803;

3) patente de EE.UU. n° 6.689.759;

4) patente de EE.UU. n° 6.465.487;

5) patente de EE.UU. n°® 5.622.972;

6) solicitud de patente de EE.UU. n°® 12/656.992 presentada el 22 de febrero de 2010;

7) solicitud de patente de EE.UU. n°® 12/656.993 presentada el 22 de febrero de 2010;

8) solicitud de patente de EE.UU. n°® 12/813.882 presentada el 11 de junio de 2010;

9) solicitud provisional de patente de EE.UU. n® 61/282.507 presentada el 22 de febrero de 2010;
10) solicitud provisional de patente de EE.UU. n° 61/272.252 presentada el 4 de septiembre de 2009;
11) solicitud provisional de EE.UU. n® 61/272.253 presentada el 4 de septiembre de 2009;

12) solicitud provisional de EE.UU. n® 61/272.254 presentada el 4 de septiembre de 2009;

13) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/282.508 presentada el 22 de febrero de 2010;

14) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/353.935 presentada el 11 de junio de 2010.

Definicion de los términos
Salvo que se especifique de otro modo, "un" o "uno” significa "uno o mas".

Segln se usa en este documento, el término "infeccion virica" describe un estado patolégico en el que un virus
invade una célula sana, usa la maquinaria reproductora de la célula para multiplicarse o replicarse y finalmente lisa
la célula dando como resultado la muerte de la célula, liberando las particulas viricas e infectando otras células a
través de la recién producida progenie virica. La infeccién latente por ciertos virus también es un posible resultado
de la infeccidn virica.

Segun se usa en este documento, el término "tratar o prevenir una infeccion virica" significa inhibir la replicacion del
virus en particular, inhibir la transmision virica o prevenir que el propio virus se establezca en su hospedador, y
mejorar o aliviar los sintomas de la enfermedad provocados por la infeccién virica. El tratamiento se considera
terapéutico si existe una reduccion en la carga virica, una disminucion en la mortalidad y/o en la morbilidad.

La CI50 o la CI90 (la concentracion inhibitoria 50 6 90) es una concentracion de un agente terapéutico, tal como un
iminoazulcar, usada para conseguir un 50 % o un 90 % de reduccion en la carga virica, respectivamente.

Divulgacion

Los presentes inventores descubrieron que ciertos iminoazucares, tales como los derivados de la desoxinojirimicina,
pueden ser eficaces contra virus pertenecientes a la familia Orthomyxoviridae, también conocidos como
ortomixovirus.

En particular, los iminoazicares pueden ser Utiles para el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad o una
afeccion causada por, o asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae. La familia
Orthomyxoviridae es una familia de virus de ARN que incluye cinco géneros: el virus de la gripe A, el virus de la
gripe B, el virus de la gripe C, Isavirus y Thogotovirus. Los primeros tres géneros contienen virus que causan la gripe
en vertebrados, incluyendo aves, seres humanos y otros mamiferos.

El virus de la gripe del género A incluye una Unica especie que puede causar la gripe en aves y ciertos mamiferos,
incluyendo seres humanos, cerdos, félidos, canidos y équidos. Los virus de la gripe A son virus segmentados de
ARN monocatenario antisentido. Existen varios subtipos del virus de la gripe A virus, designados segun un namero
de H (para el tipo de hemaglutinina) y un nimero de N (para el tipo de neuraminidasa). Actualmente se conocen 16
antigenos H diferentes (desde H1 hasta H16) y nueve antigenos N diferentes (desde N1 hasta N9). Los serotipos y
los subtipos de la Gripe A incluyen Gripe A H1N1; Gripe A HIN2; Gripe A H2N2; Gripe A H3N1; Gripe A H3NZ2; Gripe
A H3N8; Gripe A H5N1; Gripe A H5N2; Gripe A H5N3; Gripe A H5N8; Gripe A H5N9; Gripe A H5N9; Gripe A H7N1;
Gripe A H7N2; Gripe A H7N3; Gripe A H7N4; Gripe A H7N7; Gripe A HON2; Gripe A H1ON7.

El virus de la gripe del género B incluye una Unica especie que puede provocar la gripe en seres humanos y en
focas.

El virus de la gripe del género C incluye una Unica especie que puede provocar la gripe en seres humanos y en
cerdos.
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En muchas formas de realizacion, el iminoazlcar puede ser desoxinojirimicina N-sustituida. En algunas formas de
realizacion, dicha desoxinojirimicina N-sustituida puede ser un compuesto de la siguiente féormula:

W,0
W0
//,,,”o \\\\\\OWB
ow,
N
R

en la que W14 se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos haloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos alcanoilo sustituidos o no sustituidos, grupos aroilo sustituidos
0 no sustituidos, o grupos haloalcanoilo sustituidos o no sustituidos

En algunas formas de realizaciéon, R puede seleccionarse de entre grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos arilo sustituidos o no sustituidos, o grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos.

En algunas formas de realizacion, R puede ser grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos que comprenden de 1
a 16 atomos de carbono, de 4 a 12 atomos de carbono o de 8 a 10 &tomos de carbono. El término "oxaalquilo" se
refiere a un derivado de alquilo, que puede contenerde 1 a5, 0de 1 a 3, o de 1 a 2, &tomos de oxigeno. El término
"oxaalquilo" incluye derivados de alquilo terminados en hidroxi y terminados en metoxi.

En algunas formas de realizacion, R puede seleccionarse de entre, pero no se limita a -(CH2)sOCHs,-
(CH2)sOCH,CHs,  -(CH2)6O(CH2)2.CHs,  -(CH2)sO(CH2)sCHs,  -(CH2)20(CH2)sCHs,  -(CH2)20(CH.)sCHs; -
(CH2)20(CH2)7CHs; -(CH2)s-OH; -(CH2)sOCHa.

En ciertas formas de realizacion, el grupo alquilo puede ser un grupo alquilo de cadena larga, que puede ser un
grupo alquilo C6-C20; un grupo alquilo C8-C16; o un grupo alquilo C8-C10. En algunas formas de realizacién, R
puede ser un grupo oxaalquilo de cadena larga, es decir, un grupo alquilo de cadena larga que puede contener de 1
ab5,o0dela3, odela?2, aomos de oxigeno. En algunas formas de realizacién, R puede tener la siguiente formula

X X5

—R—Y—Z X,

Xs X4

, en la que R; es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

X1-5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 0 NHy;

Y esta ausente o es un grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condiciéon de que cuando Z es un enlace, Y esté ausente, y con la
condicion de que cuando Z es NH, Y es grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo;

En algunas formas de realizacién, Z es NH y es un grupo alquilo Ri-Ysustituido o no sustituido, tal como un grupo
alquilo C2-C20 o un grupo alquilo C4-C12 o un grupo alquilo C4-C10.

En algunas formas de realizacién, X; es NO, y X3 es N3. En algunas formas de realizacion, cada uno de Xz, X4y Xs
es hidrégeno.

En algunas formas de realizacion, el iminoazucar puede ser un derivado de la DNJ desvelado en la publicacion de la
solicitud de Patente de EE.UU. n° 2007/0275998.

En algunas formas de realizacion, el iminoazucar puede ser uno de los compuestos presentados en la Figura 1.
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Los procedimientos para la sintesis de los derivados de la desoxinojirimicina se desvelan, por ejemplo, en las
patentes de EE.UU. N* 5.622.972, 5.200.523, 5.043.273, 4.994.572, 4.246.345, 4.266.025, 4.405.714, y 4.806.650,
y en la publicacion de la solicitud de Patente de EE.UU. n°® 2007/0275998.

En algunas formas de realizacion, el iminoazicar puede estar en forma de una sal derivada de un &cido inorgénico u
organico. Algunas sales farmacéuticamente aceptables y los procedimientos para preparar las formas salinas se
desvelan, por ejemplo, en Berge y col. (J. Pharm. Sci. 66: 1 - 18, 1977). Algunos ejemplos de sales apropiadas
incluyen, pero no se limitan a, las siguientes sales: acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato,
bencensulfonato, bisulfato, butirato, canforato, canforsulfonato, digluconato, ciclopentanopropionato, dodecilsulfato,
etansulfonato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato,
bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietansulfonato, lactato, maleato, metansulfonato, nicotinato, 2-naftalensulfonato,
oxalato, palmoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato,
tosilato, mesilato y undecanoato.

En algunas formas de realizacion, el iminoazlcar también puede usarse en forma de un profarmaco. Algunos
profarmaco o los derivados de la DNJ, tales como los derivados 6-fosforilados de la DNJ, se desvelan en las
Patentes de EE.UU. n®® 5.043.273 y 5.103.008.

En algunas formas de realizacion, el iminoazUicar puede usarse como parte de una composicion que comprende
adicionalmente un portador farmacéuticamente aceptable y/o un componente Util para la administracion de la
composicion a un animal. En la técnica se conocen numerosos portadores farmacéuticamente aceptables Utiles para
la administracion de composiciones a un ser humano, y componentes Utiles para la administracion de la composicion
a otros animales tales como ganado. La adicion de dichos portadores y componentes a la composicién de la
invencion esta en el nivel del experto habitual en la técnica.

En algunas formas de realizacion, la composicién farmacéutica puede consistir esencialmente en desoxinojirimicina
N-sustituida, lo que puede significar que la desoxingjirimicina N-sustituida sea el Unico principio activo de la
composicion.

En otras formas de realizacion mas, la desoxinojirimicina N-sustituida puede administrarse con uno 0 mas
compuestos antibiéticos adicionales.

En algunas formas de realizacion, el tratamiento o la prevencion de la enfermedad o de la afeccién causada por, o
asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae puede realizarse sin la administracién de acido N-
(fosfonoacetil)-L-aspartico al sujeto, al que se le esta administrando el iminoazlcar. El acido N-(fosfonoacetil)-L-
aspartico se desvela, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°® 5.491.135.

En algunas formas de realizacion, el tratamiento o la prevencion de la enfermedad o de la afeccion causada por, o
asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae puede realizarse sin la administracion al sujeto de
un compuesto de pirrolizidina, tal como los compuestos desvelados en la patente de EE.UU. n°® 5.021.427 y en la
publicacién de patente de EE.UU. 20070155814.

En algunas formas de realizacién, el tratamiento o la prevencion de la enfermedad o de la afeccién causada por, o
asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae puede realizarse sin la administraciéon al sujeto de
australina.

En algunas formas de realizacién, el iminoazucar, tal como la desoxinojirimicina N-sustituida, puede usarse en una
composicién de liposomas, tales como aquellas desveladas en las publicaciones de EE.UU. n® 2008/0138351 y
2009/0252785, asi como en la solicitud de EE.UU. N° 12/732630 presentada el 26 de marzo de 2010.

El iminoazucar, tal como el derivado de la DNJ N-sustituida, puede ser administrado a una célula o a un animal
afectado por un virus. El iminoazlcar puede inhibir la morfogénesis del virus, o puede tratar al individuo. El
tratamiento puede reducir, eliminar o disminuir la infeccién del virus en el animal.

Los animales que pueden estar infectados con un virus que pertenece a la familia Orthomyxoviridae incluyen
vertebrados, tales como aves y mamiferos, incluyendo primates, tales como seres humanos; félidos; équidos y
canidos.

La cantidad de iminoazucar administrada a un animal o a una célula animal en los procedimientos de la invencién
puede ser una cantidad eficaz para inhibir la morfogénesis de un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae
en la célula. El término "inhibir", segin se usa en este documento, puede referirse a una reduccion y/o a una
eliminacion detectable de una actividad biolégica mostrada en ausencia del iminoazicar. El término "cantidad eficaz"
puede referirse a aquella cantidad del iminoazlcar necesaria para conseguir el efecto indicado. El término
"tratamiento”, segln se usa en este documento, puede referirse a la reduccion o al alivio de los sintomas en un
sujeto, a evitar los sintomas en un sujeto, a prevenir el empeoramiento o la progresiéon de los sintomas, a la
inhibicion o a la eliminacion del agente causal, a la prevencion de la infeccion o de la alteracion relacionada con el
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virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae en un sujeto que esta exento de los mismos.

Por lo tanto, por ejemplo, el tratamiento de la enfermedad causada por, 0 asociada a, un virus puede incluir la
destruccion del agente infeccioso, la inhibicién o la interferencia de su crecimiento o de su maduracion, y la
neutralizacion de sus efectos patoldgicos. La cantidad del iminoazicar que puede ser administrada a la célula o al
animal es preferiblemente una cantidad que no induce efectos toxicos que pudieran sobrepasar las ventajas que
acompafian a su administracion.

Los niveles de dosificacion reales de los principios activos de las composiciones farmacéuticas pueden variar para
que se administre una cantidad del (los) compuesto(s) activo(s) que sea eficaz para conseguir la respuesta
terapéutica deseada para un paciente en particular.

El nivel de dosis seleccionado puede depender de la actividad del iminoazucar, de la via de administracion, de la
gravedad de la afeccion que se va a tratar y del estado y la historia clinica del paciente que se va a tratar. Sin
embargo, esta en el ambito de la técnica iniciar con dosis del (los) compuesto(s) a unos niveles menores de los
necesarios para conseguir el efecto terapéutico deseado, y aumentar gradualmente la dosis hasta que se consiga el
efecto deseado. Si se desea, la dosis diaria eficaz puede dividirse en mdltiples dosis con el propdsito de su
administracion, por ejemplo, entre dos y cuatro dosis al dia. Sin embargo, se entenderd que el nivel de dosis
especifico para cualquier paciente en particular puede depender de varios factores que incluyen el peso corporal, la
salud general, la dieta, el tiempo y la via de administracién y la combinaciéon con otros agentes terapéuticos, y la
gravedad de la afeccion o la enfermedad que se va a tratar. La dosis diaria en un ser humano adulto puede variar
desde entre aproximadamente un microgramo hasta aproximadamente un gramo, o desde entre aproximadamente
10 mg y 100 mg, del iminoazucar, por 10 kilogramos de peso corporal. En algunas formas de realizacién, una dosis
diaria total puede ser desde 0,1 mg/kg de peso corporal hasta 100 mg/kg de peso corporal o desde 1 mg/kg de peso
corporal hasta 60 mg/kg de peso corporal o desde 2 mg/kg de peso corporal hasta 50 mg/kg de peso corporal o
desde 3 mg/kg de peso corporal hasta 30 mg/kg de peso corporal. La dosis diaria puede administrarse en uno 0 mas
episodios de administracion al dia. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, la dosis diaria puede distribuirse
en dos episodios de administracion al dia (BID), en tres episodios de administracion al dia (TID) o en cuatro
episodios de administracion (QID). En ciertas formas de realizacion, la dosis de un Gnico episodio de administracion
varia entre 1 mg/kg de peso corporal y 10 mg/kg de peso corporal que puede administrarse BID o TID a un ser
humano, haciendo una dosis diaria total desde 2 mg/kg de peso corporal hasta 20 mg/kg de peso corporal o desde 3
mg/kg de peso corporal hasta 30 mg/kg de peso corporal. Por supuesto, la cantidad del iminoazlcar que deberia
administrarse a una célula o a un animal puede depender de numerosos factores bien comprendidos por el experto
en la técnica, tales como el peso molecular del iminoazlcar y la via de administracion. Las composiciones
farmacéuticas que son Utiles en los procedimientos de la invencién pueden administrarse sistémicamente en
formulaciones sélidas orales, oftalmicas, en supositorio, en aerosol, topicas o en otras formulaciones similares. Por
ejemplo, puede estar en la forma fisica de un polvo, un comprimido, una capsula, una pastilla, un gel, una disolucién,
una suspension, un jarabe o similares. Ademas del iminoazucar, dichas composiciones farmacéuticas pueden
contener portadores y otros ingredientes farmacéuticamente aceptables conocidos por mejorar y facilitar la
administracion del farmaco. Para administrar el iminoazicar pueden usarse también otras posibles formulaciones,
tales como nanoparticulas, liposomas, eritrocitos resellados y sistemas inmunoldgicos. Dichas composiciones
farmacéuticas pueden administrarse mediante varias rutas. El término "parenteral" usado en este documento incluye
técnicas subcutaneas, intravenosas, intraarteriales, intratecales y de inyeccion o infusion, sin limitacion. A modo de
ejemplo, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral, topica, parenteral, sistémica o
pulmonar.

Estas composiciones pueden administrarse en una Unica dosis o en dosis multiples que se administran en
momentos diferentes. Debido a que el efecto inhibidor de la composicion sobre un virus perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae puede persistir, el régimen de dosificacion puede ajustarse de forma que la propagacion del virus
se retarde, afectando minimamente a la célula hospedadora. A modo de ejemplo, puede administrarse a un animal
una dosis de la composicion de la invencién una vez por semana, mediante lo cual se retarda la propagacion del
virus durante toda la semana, mientras que las funciones de la célula hospedadora son inhibidas Gnicamente
durante un corto periodo por semana.

Las formas de realizacion descritas en este documento se ilustran adicionalmente mediante, aunque en modo
alguno se limitan a, los siguientes ejemplos de trabajo.
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Ejemplos de trabajo
1. Sintesis de N-nonil DNJ

Tabla 1. Materiales para la sintesis de NN-DNJ

Nombre Cantidad
DNJ 500 mg
Nonanal 530 mg
Etanol 100 mi
AcOH 0,5ml
Pd/C 500 mg

Procedimiento: se cargé un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético
con DNJ (500 mg), etanol (100 ml), nonanal (530 mg) y acido acético (0,5 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se calento a 40 - 45 °C y se agit6 durante 30 - 40 minutos en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de
reaccion se enfrio hasta la temperatura ambiente y se afiadié Pd/C. El matraz de reaccion se evacué y se sustituyd
por gas hidrogeno en un globo. Este proceso se repitid tres veces. Finalmente, la mezcla de reaccién se agit6 a
temperatura ambiente durante una noche. El progreso de la reaccién se controlé mediante TLC (Nota 1). La mezcla
de reaccién se filtré a través de una capa de Celita y se lavd con etanol. El filtrado se concentré a vacio para
conseguir el producto en bruto. El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (gel de silice de
230 - 400 de malla). Se us6 un gradiente de disolvente de metanol en diclorometano (10 - 25 %) para eluir el
producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron a vacio para dar el producto puro (420 mg). La finalizacion de la reaccién se control6 mediante
cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel de silice en capa fina; eluyente;
metanol:diclorometano = 1:2

2. Sintesis de N-7-oxadecil DNJ
2a. Sintesis de 6-propiloxi-1-hexanol

Tabla 2. Materiales para la sintesis de 6-propiloxi-1-hexanol

Nombre Cantidad
1,6-hexanodiol 6,00 g
1-Yodopropano 8,63 g
Terc-butéxido de potasio 5,413 mg
THF 140 ml

Procedimiento: se cargd un matraz de 500 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético
con 1,6-hexanodiol (6,00 g), terc-butoxido de potasio (5,413 g) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
agité durante una hora y después se afiadié 1-yodopropano (8,63 g). La mezcla de reaccion se calenté a 70 - 80 °C
y se agitd durante una noche. El progreso de la reaccion se controlé6 mediante TLC (Nota 1). Una vez finalizada la
reaccion se afiadié agua a la mezcla de reaccién y se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas
combinadas se concentraron a vacio para conseguir el producto en bruto. El producto en bruto se disolvié en
diclorometano y se lavé con agua, y después con salmuera, se secO sobre sulfato sodico. La capa organica se
concentré a vacio para conseguir el producto en bruto. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en
columna usando gel de silice de 230 - 400 de malla. Se usé un gradiente de disolvente de acetato de etilo en
hexanos (10 - 45 %) para eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro
deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar 6-propiloxi-1-hexanol puro (lote D-1029-048, 1,9 g, 25
%). La finalizacion de la reaccion se control6 mediante cromatografia en capa fina (TLC); (eluyente: 60 % de acetato
de etilo en hexanos).

2b. Preparacion de 6-propiloxi-1-hexanal

Tabla 3. Materiales para la preparacion de 6-propiloxi-1-hexanal

Nombre Cantidad
6-Propiloxi-1-hexanol 1,009
PDC 4,709
Celita 1,009
NaOAc 100 mg
CH.Cl, 10 ml
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Procedimiento: se cargd un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético
con 6-propiloxi-1-hexanol (1,0 g), PDC (4,7 g), diclorometano (10 ml), Celita (1,0 g) y acetato sédico (100 mg). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente en una atmoésfera de nitrégeno durante 5 minutos. Se afadio
PDC (4,70 g) a la mezcla de reaccion, y se agitd durante una noche. El progreso de la reaccion se controlé mediante
TLC (Nota 1). Después de finalizar la reaccion, la mezcla de reaccion se carg6 directamente en la columna (gel de
silice de 230 - 400 de malla). Se us6 un gradiente de disolvente de diclorometano en acetato de etilo (10 - 20 %)
para eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se
combinaron y se concentraron a vacio para dar 6-propiloxi-1-hexanal puro (lote D-1029-050, 710 mg, 71 %). La
finalizacién de la reaccién se control6 mediante cromatografia en capa fina (TLC); (eluyente: 60 % de acetato de
etilo en hexanos).

2c. Sintesis de N-7-oxadecil-DNJ

Tabla 4. Materiales para la Sintesis de N-7-oxadecil-DNJ

Nombre Cantidad
DNJ 500 mg
6-Propiloxi-1-hexanal 585 mg
Pd/C 125 mg
Etanol 15 ml
Acido acético ml

Procedimiento: se cargé un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético
con DNJ (500 mg), etanol (15 ml), 6-propiloxi-1-hexanal (585 mg) y acido acético (0,1 ml) a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se calento a 40 - 45 °C y se agit6 durante 30 - 40 minutos en una atmosfera de nitrégeno. La
mezcla de reaccion se enfrid hasta la temperatura ambiente y se afiadié Pd/C. El matraz de reaccién se evacud y se
sustituyé por gas hidrégeno en un globo. Este proceso se repitio tres veces. Finalmente, la mezcla de reaccién se
agité a temperatura ambiente durante una noche. El progreso de la reaccion se controlé6 mediante TLC (Nota 1). La
mezcla de reaccion se filtré a través de una capa de Celita y se lavé con etanol. El filtrado se concentré a vacio para
conseguir el producto en bruto. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice de
230 - 400 de malla). Se us6 un gradiente de disolvente de metanol en diclorometano (10 - 40 %) para eluir el
producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron a vacio para dar el producto puro. (Lote: D-1029-052 (840 mg). La finalizacion de la reaccion se
controlé mediante cromatografia en capa fina (TLC); (eluyente: 50 % de metanol en diclorometano).

3. Sintesis de N-(9-metoxi)-nonil DNJ
3a Preparacion de 9-metoxi-1-nonanol

Tabla 5. Materiales para la preparacion de 9-metoxi-1-nonanol

Nombre Cantidad
1,9-nonanodiol 10,0 g
Sulfato de dimetilo 41,399
Hidréxido sédico 504
DMSO 100 mi

Procedimiento: se cargé un matraz de 500 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y
barra de agitacion con 1,9-nonanodiol (10,00 g, 62,3 mmol) en dimetilsulféxido (100 ml) y H,O (100 ml). A esto se
afadio lentamente una disolucién de hidroxido sadico (5,0 g, 125,0 mmol) en H,O (10 ml) a temperatura ambiente.
Durante la adicion del hidréxido sédico la mezcla de reaccion gener6 calor y la temperatura ascendié hasta ~ 40 °C.
La mezcla se agitd6 durante una hora y después se afiadié sulfato de dimetilo (16,52 g, 131 mmol) en cuatro
porciones manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccion a ~ 40 °C. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante una noche. El progreso de la reaccién se control6 mediante TLC (Nota 1). El control
mediante TLC indicd que la reaccién tenia una conversién del 25 %. En esta etapa se afadid sulfato de dimetilo
adicional (24,78 g, 196,44 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 h adicionales.
Después de finalizar la reaccion, se afiadié hidroxido sddico (disolucion al 10 % en agua) a la mezcla de reaccién
para ajustar el pH de la disolucién a 11 - 13. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2 h y se extrajo con
diclorometano (3 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con H>O (200 ml) y salmuera (150 ml), se
secaron sobre sulfato sddico anhidro (20 g), se filtraron y se concentraron a vacio para obtener un producto en bruto
(14 g). El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna mediante el uso de gel de silice de 250 -
400 de malla. Se us6 un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10 - 50 %) para eluir el producto
desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se concentraron a
vacio para dar 9-metoxi-1-nonanol puro (lote D-1027-155, 2,38 g, 21,9 %). La finalizacién de la reaccion se controlé
mediante cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 60
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% de acetato de etilo en hexanos.
3b Preparacion de 9-metoxi-1-nonanal

Tabla 6. Materiales para la preparacion de 9-metoxi-1-nonanal

Nombre Cantidad
9-metoxi-1-nonanol 10g9
PDC 4749
Tamices moleculares, 3A 10g
NaOAc O,lg
CH2C|2 10 ml

Procedimiento: se cargé un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y
barra de agitacion con 9-metoxi-nonanol (1,0 g, 5,9 mmol), diclorometano (10 ml), tamices moleculares (1,0 g, 3 A),
acetato sédico (0,1 g) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente en una
atmosfera de nitrégeno durante 5 minutos. La mezcla de reaccién se carg6 con dicromato de piridinio (4,7 g, 12,5
mmol) y se agité durante una noche. El progreso de la reaccién se control6 mediante TLC (Note 1). Después de
finalizar la reaccion, la mezcla de reaccién se filtr6 a través de un lecho de gel de silice (~ 15 g). El filtrado se
evaporo a vacio para obtener un compuesto en bruto. Esto se purific6 mediante cromatografia en columna mediante
el uso de una columna de gel de silice (250 - 400 de malla, 40 g). Se usé un gradiente de disolvente de acetato de
etilo en hexano (10 - 50 %) para eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto
puro deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar 9-metoxi-nonanal puro (lote D-1027-156, 553 mg,
54,4 %). La finalizacién de la reaccion se controld6 mediante cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de
una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 60 % de acetato de etilo en hexanos.

3c Sintesis de N-(9-metoxi)-nonil DNJ

Tabla 7. Materiales para la sintesis de N-(9-metoxi)-nonil DNJ

Nombre Cantidad
DNJ 300 mg
9-metoxi-1-nonanal 476 mg
Pd/C 200 mg
Etanol 20 ml

Procedimiento: se cargd un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y
barra de agitacion con DNJ (300 mg, 1,84 mmol), etanol (20 ml), 9-metoxi-1-nonanal (476 mg, 2,76 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 5 - 10 minutos en nitrégeno y se afiadié Pd/C a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se evacu0 y se sustituyé por gas hidrogeno mediante el uso de un
globo. Este proceso se repitio tres veces y después la mezcla de reaccion se agité en hidrégeno atmosférico a
temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se control6 mediante TLC (Nota 1). La mezcla de reaccion se filtré
a través de un lecho de Celita y se lavé con etanol (20 ml). El filtrado se concentré a vacio para conseguir un
producto en bruto. El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna mediante el uso de gel de
silice de 250 - 400 de malla (20 g). Se us6 un gradiente de disolvente de metanol en acetato de etilo (5 - 25 %) para
eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y
se concentraron a vacio para dar un soélido de color blanquecino. El sélido se tritur6 en acetato de etilo (20 ml), se
filtré y se sec6 a alto vacio para dar un sélido de color blanco [lote: D-1027-158 (165,3 mg, 28,1 %). La finalizacién
de la reaccion se control6 mediante cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel de silice
en capa fina; eluyente: 50 % de metanol en diclorometano.

4. Efectos de los iminoazUcares contra el virus de la gripe A

La Tabla proporciona los datos de la inhibicion de la infectividad del virus de la gripe A H3N2 (Hong Kong) para NB-
DNJ (UV-1), NN-DNJ (UV-2), N7-O-DNJ (UV-3), N9-DNJ (UV-4) y NAP-DNJ (UV-5).

Compuesto Cl90, uM
Uv-1 20
uv-2 0,2
Uv-3 0,2
uv-4 0,2
Uv-5 0,2

Procedimiento. Los compuestos se cribaron para comprobar la inhibicién de la generacion de virus infecciosos, se
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realizé sobre los compuestos UV a unas concentraciones de hasta 500 uM. Se evalu6 el virus de la gripe, de la gripe
A H3N2, cepa Brisbane/10/2007 para comprobar la inhibicién del virus. Se obtuvieron células MDCK (linea celular de
rifion canino Madin Darby) en la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia). Las células se
cultivaron en UltraMDCK, se complementaron con L-glutamina 2 mM, 1 ug/ml de tripsina tratada con TPCK y 100
U/ml de penicilina, 100 ng/ml de estreptomicina en placas de 24 pocillos de fondo plano con el cultivo celular tratado
a 37 °C en una estufa de incubacion con un 5 % de CO2 durante 24 h o hasta una confluencia del 80 % antes del
ensayo. Las células se pretrataron con los compuestos a una concentracion final del 0,5 % de DMSO durante 1 h,
seguido de la adicién de in6culos de virus. Se guardaron tres pocillos por virus para un control Gnicamente con virus.
En estos pocillos solo se afiade medio intercambiandolo por el compuesto, y el virus se afiade tras la incubacion
inicial de 1 h. Tres dias después se recogieron los sobrenadantes que contenian el virus y se ensayo el efecto sobre
la reduccion en el rendimiento del virus comprobando los eluidos congelados y descongelados procedentes de cada
pocillo para evaluar el titulo del virus mediante diluciones sucesivas en monocapas de células susceptibles MDCK.
La concentracién eficaz al 90 % (CE90), que es la concentracion del farmaco de prueba que inhibe el rendimiento
del virus en 1 10g10, se determiné a partir de estos datos.

Estudio de la gripe In Vivo

Se administr6 UV-4 como farmaco libre disuelto en agua acida. El compuesto se administré a 100 mg/kg y a 10
mg/kg por via oral (por sonda intragastrica - IG) dos veces al dia.

Los ratones Balb/c recibieron el compuesto durante 10 dias. Los ratones fueron infectados con INFV A H1N1 (cepa
A/ Texas) intranasalmente con ~ 5 DL50 30 minutos después de la primera dosis del iminoazlcar.

Los animales fueron controlados durante 15 dias. Los animales se pesaron una vez al dia y se les asignaron
puntuaciones de salud 2X al dia. Los animales que mostraban una enfermedad grave (determinada por una pérdida
de peso del 30 %, letargia extrema, pelo enmarafiado o pardlisis) fueron sacrificados.

La Figura 5 muestra los efectos de una administracion de 10 dias de UV-4 sobre la supervivencia de ratones
infectados con gripe A HIN1.

Resultados: los animales que recibieron 100 mg/kg y 10 mg/kg BID mostraron una tasa de supervivencia del 90 %,
frente a una tasa de supervivencia del 30 % en los animales de control.

Conclusion: estos resultados demuestran que el UV-4 puede usarse como un farmaco antivirico basado en el
hospedador para tratar la gripe A.

Estudio de seguridad del iminoazucar

Procedimientos y discusion: a ratones BALB/c y C57/B1/6 se les administraron suspensiones orales de UV-1, UV-4,
UV-5, dos veces al dia durante siete dias, en 100 pl por raton a 100 y a 10 mg/kg (2 mg y 0,2 mg/raton,
respectivamente) con 8 horas de diferencia durante 7 dias, y después se control6 la pérdida de peso y la salud
general. Después de siete dias de tratamiento los ratones no mostraron ningln signo significativo de pérdida de
peso en comparacion con el control de "solo vehiculo”. Los resultados de estos experimentos estan en la Figura 6.

Cuando los ratones BALB/c se trataron con UV-5 a la concentracion mas alta, mostraron signos de diarrea, orina
roja y un aspecto enmarafiado, aunque no mostraron signos de pérdida de peso. Los ratones C57/B1/6 mostraron
estos mismos sintomas pero sin el aspecto enmarafiado.

Estos sintomas cesaron rapidamente cuando se realizé el tratamiento, y sobre el dia 11 (el dia 4 tras el tratamiento
con el compuesto) los ratones BALB/c de estos grupos parecian muy sanos.

Conclusiones: estos compuestos han demostrado ser relativamente no tdxicos en este modelo de raton, y a estas
concentraciones de compuesto son presuntamente seguros.

Segundo estudio de la gripe In Vivo

La Figura 7 presenta los datos de supervivencia tras la exposicion al virus H1/N1 (Texas) de ratones tratados con
UV-4 frente a ratones de control.

Se administr6 UV-4 a los ratones tratados como farmaco libre disuelto en agua acida por via oral (por sonda
intragéstrica - IG) 100 mg/kg, TID durante 10 dias. Los ratones de control recibieron agua por via oral, TID, en lugar
de UV-4. Se usaron ratones Balb/c tanto para los ratones tratados como para los ratones de control. A cada ratén se
le insertdé un microchip para su identificacion individual.

Los ratones fueron infectados con INFV A H1N1 (cepa A / Texas) intranasalmente con ~ 1 DL90.
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Los animales fueron controlados durante 15 dias. Los animales se pesaron una vez al dia y se les asignaron
puntuaciones de salud 2X al dia. Los animales que mostraban una enfermedad grave (determinada por una pérdida
de peso del 30 %, letargia extrema, pelo enmarafiado o paralisis) fueron sacrificados. El punto final se consideré la
muerte del animal o una pérdida de peso mayor del 30 %.

Los ratones estudiados incluyen siguientes grupos (10 ratones por grupo):

1) 1 h antes del tratamiento. Estos ratones recibieron su primera dosis de UV-4 1 h antes de ser infectados con
INFV A HIN1 (cepa A/ Texas).

2) 24 h después del tratamiento. Estos ratones recibieron su primera dosis de UV-4 24 h después de haber sido
infectados con INFV A H1N1 (cepa A / Texas).

3) 48 h después del tratamiento. Estos ratones recibieron su primer UV-4 48 h después de haber sido
infectados con INFV A H1N1 (cepa A / Texas).

4) 96 h después del tratamiento. Estos ratones recibieron su primer UV-4 96 h después de haber sido
infectados con INFV A H1N1 (cepa A / Texas).

Resultados: los animales de los grupos de 1 h antes del tratamiento y de 24 h después del tratamiento mostraron
una supervivencia del 100 % durante la duracién del experimento, mientras que los ratones de los grupos de 48 h
después del tratamiento y de 96 h después del tratamiento mostraron una supervivencia del 90 %. La tasa de
supervivencia para los ratones de control fue del 30 %.

Conclusion: estos resultados demuestran que el UV-4 puede usarse como un farmaco antivirico basado en el
hospedador para tratar y prevenir la gripe A.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la siguiente férmula para su uso en un procedimiento para tratar y/o prevenir en un sujeto una
enfermedad o una afeccion causada por, o0 asociada a, un virus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae:

Ww,0
w9
///,”': \\\\\\O W3
OW,
N
R

> 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que R se
selecciona de entre grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos; grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos o
grupos arilo sustituidos o no sustituidos; o en la que R es

Xy X

—R—Y—2Z X;

Xs X4

R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

X1-5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 0 NHy;

Y esta ausente o es un grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condicién de que cuando Z es un enlace, Y esta ausente, y con la
condicion de que cuando Z es NH, Y es grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

en la que W4 se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos haloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos alcanoilo sustituidos o no sustituidos, grupos aroilo sustituidos
0 no sustituidos, o grupos haloalcanoilo sustituidos o no sustituidos

2. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que cada uno de W1, W, W3 y W, es hidrégeno.

3. El compuesto para el uso de la reivindicacién 1, en el que R se selecciona de entre grupos oxaalquilo sustituidos o
no sustituidos; grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos; o grupos arilo sustituidos o no sustituidos.

4. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que R es un grupo oxalquilo C6-C12.
5. El compuesto para el uso de la reivindicacion 4, en el que R es un grupo oxalquilo C8-C10.
6. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto es (i) N-(9-metoxinonil)
desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; (ii) N-(7-oxadecil) desoxinojirimicina o una
sal farmacéuticamente aceptable de la misma; o (iii) N-(N-{4'-azido-2'-nitrofenil}-6-aminohexil) desoxinojirimicina o

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

7. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que R es

Xy X3

_Rl —Y—Z X3
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8. El compuesto para el uso de la reivindicacion 7, en el que X; es NO2 y X3 es Ns.

9. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que cada uno de Xz, X4 Y Xs es hidrégeno.
10. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que el sujeto es un mamifero.

11. El compuesto para el uso de la reivindicacion 10, en el que el sujeto es un ser humano.

12. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que el virus es un virus de la gripe perteneciente al género
de la gripe A, de la gripe B o de la gripe C.

13. El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en el que el virus es un virus de la gripe A.

14. El compuesto para el uso de la reivindicacion 13, en el que el virus es (i) un subtipo H3N2 del virus de la gripe A;
0 (i) un subtipo HIN1 del virus de la gripe A.

15. El compuesto para el uso de la reivindicacion 14, en el que el virus es un subtipo HIN1 del virus de la gripe Ay
el compuesto es N-(9-metoxinonil) desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.
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