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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccién de nucledsidos ramificados en 2'
Campo de la invencion

Esta invencion es un procedimiento para preparar compuestos andlogos de azucares que tienen grupos
sustituyentes para proteger el oxigeno y, en particular, la 2,3,5-(hidroxilos independiente y opcionalmente
protegidos)-2-C-metil-B-D-ribofuranosa y la 2,3,5-(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-D-
ribonico-y-lactona. Esta invencioén incluye ademas un procedimiento para preparar nucledsidos y, en particular, la
3',5"-(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-2'-C-metil-B-D-citidina, opcionalmente mediante el uso
del azucar preparado con los procedimientos presentados en la presente memoria y, especificamente, la sintesis de
profarmacos de compuestos farmacéuticos. Mas en particular, se describe la sintesis de compuestos que sirven de
profarmacos para la administracion de compuestos antiviricos procedentes de analogos nucleosidicos y
nucleotidicos y, en particular, el éster 3'-O-valinilico de la 2'-C-metil-3-D-citidina.

Antecedentes de la invencion

Un compuesto intermedio clave para la preparacion de analogos de azlcares que se utilizan en la sintesis de los
nucleosidos y las vitaminas es la 2-C-metil-D-ribonolactona. Ya en 1880, Scheibler describié un procedimiento para
preparar la lactona (John Sowden, «The Saccharinic Acids» en Adv. Carbohydrate Chem. 12: 43-46 (1957), que cita
a C. Scheibler, Berichte 13: 2212 (1880)). Desgraciadamente, el rendimiento de los productos fue de tan sdlo
aproximadamente el 10% (ibidem). Aproximadamente al mismo tiempo, H. Kiliani sintetiz6 la 2-metil-D-ribonolactona
mediante el tratamiento de la D-fructosa con hidroxido de calcio (H. Kiliani, Berichte, 15: 2953 (1882), tal y como se
cita en F. J. Lopez-Herrera et al., J. Carbohydrate Chemistry, 13 (5): 767-775 (1994)). Sin embargo, el procedimiento
necesitaba una ejecucion que duraba meses hasta su finalizacion y el rendimiento del producto era solo del 10%
(ibidem en 768). Sin embargo, el procedimiento de Kiliani le permitié establecer las posiciones de los grupos
funcionales importantes del compuesto (John Sowden, «The Saccharinic Acids» en Adv. Carbohydrate Chem. 12:
43-46 (1957), que cita a H. Kiliani, Ann. 213: 361 (1883)).

A principios de los afios sesenta del siglo XX, Whistler y BeMiller intentaron mejorar la sintesis de Kiliani (Roy L.
Whistler y J. N. BeMiller, «a-D-Glucosaccharino-1,4-lactone» en Methods in Carbohydrate Chemistry, 2: 484-485
(1963)). Whistler y BeMiller afiadieron agua hirviendo e hidréxido de calcio a la D-fructosa, purgaron el sistema con
nitrégeno gaseoso y repitieron el mismo procedimiento. Al cabo de 2 semanas; la mezcla se mantuvo durante 6 a 8
semanas, tras lo cual se tratdé con CO; y acido oxalico dihidrato y se filtr6 a presion. El residuo se lavo repetidamente
hasta darle una consistencia de tipo jarabe, y se combinaron los filtrados; el solvente se evaporé a baja presion y el
producto resultante se dejo cristalizar en frio (ibidem). El rendimiento del producto final era todavia de solo
aproximadamente el 10% (ibidem en 485).

En un intento por mejorar el rendimiento de los productos, Lopez-Aparicio et al. describieron la sintesis de la 2-C-
metil-D-ribono-1,4-lactona a partir del 2,3-O-isopropiliden-D-gliceraldehido como alternativa a la sintesis de Kiliani
(Lopez-Aparicio et al., Carbohydrate Res., 129: 99 (1984), segun se cita en F. J. Lopez-Herrera et al., J.
Carbohydrate Chemistry, 13(5): 767-775 (1994) en 768-769). El procedimiento de Lopez-Aparicio incluia la
condensacion del 2,3-O-isopropiliden-D-gliceraldehido con el (1-metoxi-carbonil-etilideno)trifenilfosforano para
producir el E-(S)-4,5-dihidroxi-4,5-O-isopropiliden-2-metil-2-pentenoato de metilo; la hidrélisis (en HCI) y la
isomerizacion fotoquimica del pentenoato; la lactonizacion del pentenoato producido para generar un butendlido; la
tritilacion del butendlido en C-5 mediante la reaccion con cloruro de tritilo y piridina, seguido de cis-hidroxilacion con
permanganato de potasio y cloruro de metileno en presencia de un éter corona. La retirada final del grupo
tritil(trifenilmetilo) se consiguié al hacerlo reaccionar con TFA (acido trifluoroacético) (ibidem en 768). Lopez-Aparicio
et al. describieron rendimientos de produccion de ribonolactonas de aproximadamente el 80%, pero otros no fueron
capaces de reproducir esta cifra basandose en las cantidades de masa en gramos de los materiales dadas a
conocer en el apartado experimental de su publicacion. En lugar de eso, los calculos indicaron un rendimiento
porcentual de aproximadamente el 36% de ribonolactona. Ademas, el procedimiento de Lépez-Aparicio et al. era
mucho mas complejo que la sintesis de Kiliani, requeria el uso de reactantes toéxicos, tales como el permanganato
de potasio, y un equipo especializado para la irradiacion con la que conseguir la isomerizacion fotoquimica, y el
tiempo de reaccion minimo que obtuvo era de 60 horas (ibidem en 768, 770-772).

Walton et al. describieron la sintesis de la 2'-C-metiladenosina a partir de la 2-C-metil-D-ribonolactona (Walton et al.,
J. Am. Chem. Soc., 88 (19: 4524-5 (1966)). En este caso, la lactona se convirtié en su derivado 2,3,5-tri-O-benzoilico
y, a continuacion, se redujo con bis(3-metil-2-butil)borano para dar a conocer una mezcla anomérica de 2,3,5-tri-O-
benzoil-2-C-metil-D-ribofuranosa (ibidem). Los intentos de separar la mezcla anomérica tanto en alimina lavada con
acido y en gel de silice dio lugar, al reorganizarse, al 1,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-a-D-ribofuranosa (ibidem). Para
evitar la reorganizacion, se necesitaron etapas adicionales de tratamiento de la mezcla anomérica con cloruro de
benzoilo en piridina para obtener la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-(a)/(8)-D-ribofuranosa, y de aislamiento del
producto final por cromatografia (ibidem). Mas tarde, Walton et al. describieron la sintesis de la 2'-C-metil-5-
fluorocitidina, la 2'-C-metil-5-fluorouridina y la 2'- y 3'-C-metilcitidina, mediante la reaccion de Hilbert-Johnson
(Walton et al., Antiviral Nucleosides 12: 306-309 (1969)). Sin embargo, se formaron inesperadamente grandes
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cantidades de O-glucdsido cuando se sintetizd la 2'-C-metilcitidina a partir de N-acetilcitosina-mercurio, y el propio
mercurio es un reactante toxico que conviene evitar (ibidem). En ambos procedimientos sintéticos descritos por
Walton et al., el rendimiento final del producto fue tan sélo de aproximadamente el 11%.

En 1997, Harry-O'Kuru et al. describieron una via sintética para preparar ribonucleésidos 2'-C-ramificados (Harry-
O'Kuru et al., J. Org. Chem., 62: 1754-9 (1997)). Se utiliz6 la 1,3,5-tri-O-benzoil-a-D-ribofuranosa disponible
comercialmente como material de partida, que se prepar6 a partir de la D-ribosa o de la D-arabinosa (D-
arabinopiranosa). A la 1,3,5-tri-O-benzoil-a-D-ribofuranosa se le oxidé el 2-OH libre con el reactante peryodinano de
Dess-Martin y produjo la 1,3,5-tri-O-benzoil-2-ceto-ribofuranosa, asi como su hidrato correspondiente. El producto
deseado y el hidrato se agitaron con un exceso de MgSQ, y se dejaron reposar durante una noche. A continuacion,
la mezcla se filtrd y se concentrd para producir un producto cetonico esencialmente puro. El 2-cetoazuicar resultante
se tratdé con MeMgBI/TiCls (o alternativamente con MeTiCl;, CH,=CHMgBr/CeCls, o TMSC=CLi/CeCls), lo que
produjo una mezcla anomérica del alquil-, alquenil- o alquinil-ribofuranésido 1,3,5-tri-O-benzoil-2-sustituidos y sus
isdbmeros transesterificados alquil-, alquenil- o alquinil-ribofuranésido a- y -2,3,5-tri-O-benzoil-2-sustituidos, a una
proporcion de casi 5:3 entre el producto deseado y las formas isoméricas (ibidem en 1755). A continuacion, los
ribofurandsidos 2-alquilados se convirtieron a un soélo producto deseado, el 1,2,3,5-tetrabenzoil-2-alquil-
ribofurandsido, mediante el tratamiento con cloruro de benzoilo, DMAP vy ftrietlamina a aproximadamente un
rendimiento del 70% con una proporcion B/a de 4:1 (ibidem).

Beigelman et al. describieron las sintesis de los 2'-C-metil-nucledsidos a partir de D-glucosa y de D-ribosa
(Beigelman et al., Carbohydrate Research, 166: 219-232 (1987)). Con el uso de D-glucosa como material de partida,
se preparo la 1,2:5,6-di-O-isopropiliden-3-C-metil-a-D-alofuranosa y se convirtié por la incorporacion selectiva de un
grupo p-metilbenzoilo a través de un derivado del 5,6-O-dibutilestannilideno (ibidem). A esto le sigui6 el tratamiento
con acido trifluoroacético acuoso al 90% y la oxidacion con peryodato, la eliminacién del grupo formilo en el
compuesto, y la acetilacion (ibidem). El rendimiento del producto final fue de aproximadamente el 77% (ibidem). Con
la D-ribosa como material de partida, un derivado 2,3-dimetil-isopropilideno con una posicion 5 protegida se sometio
a la condensacioén alddlica con formaldehido, luego se traté con un exceso de cloruro de tolueno-p-sulfonilo en
piridina (ibidem). Los compuestos se utilizaron posteriormente para formar una serie de productos distintos con las
condiciones conocidas en la técnica, entre ellas, por ejemplo, la metilacion de Kuhn, la reduccién con LiAlH4 en THF,
la hidrolisis catalizada por acido y la acetilacion por hervido en exceso de Ac,O en piridina (ibidem). El rendimiento
medio del producto fue de aproximadamente el 75 al 80%, pero se necesitaron materiales y reactantes costosos
(ibidem).

Novak y Sorm detallaron la preparacion de la 2-C-metil-D-ribosa cristalina y los compuestos derivados de la 2-C-
metil-D-ribonolactona mediante la reduccién con borohidruro de sodio (J. J. K. Novak y F. Sorm, Collection
Czechoslov. Chem. Commun., 34: 857-866 (1969)). Caracterizaron la naturaleza del grupo hidroxilo en la posicion 2
del 2-C-metil-ribofurandsido, en particular en comparacion con el grupo hidroxilo situado de forma similar en la
correspondiente lactona (ibidem). Mientras que el grupo hidroxi en la lactona se acetilé con facilidad en las
condiciones conocidas por los expertos en la técnica para generar las 2,3,5-tri-O-acetil- y 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-
metil-D-ribonolactona, las condiciones analogas produjeron soélo 3,5-di-O-acetil- y 3,5,-di-O-benzoil-2-C-metil-D-
ribofurandsidos a partir de los 2-C-metil-ribofuranésidos (ibidem).

Mas tarde, Novak describié propiedades quirodpticas de las 2-C-metil-1,4-lactonas, que se habian preparado a partir
de D-lixosa y D-xilosa mediante la oxidacion con hipoyodito, y que tenia grupos p-toluoilo protectores en C3 y C5 de
la lactona (J. J. K. Novak, Collection Czechoslov. Chem. Commun., 39: 869-882 (1974)). En particular, se sintetizd
una 2-CHas-ribono-1,4-lactona mediante hidrdlisis de la 3,5-p-tolucil-2-Br, 2-CHs-ribono-1,4-lactona (ibidem). Sin
embargo, Novak describié que era dificil separar los productos de lactona protegidos de los otros, y que se obtenian
productos de tipo jarabe cuando se intentaba desbloquear las lactonas mediante la alcohdlisis alcalina (ibidem en
871).

Tanto Tokyo Tanabe Co., Ltd. (patente japonesa JP 61-212592) como BASF Aktiendgesellschaft (patente europea
EP 0 288 847) describieron los procedimientos de epimerizacion para preparar D-ribosa sin proteger a partir de D-
arabinosa, un material de partida corriente para la produccion de ribosa.

Tokyo Tanabe Co., Ltd., ensefia la epimerizacion de la D-arabinosa acuosa en un solvente organico en presencia de
una composicion preferiblemente de acido molibdico (V1) y acido bdrico, recogida y paso del liquido de reaccion a
través de un material de intercambio de cationes de tipo metal bi- o trivalente (se prefirié una resina de intercambio
idnico fuertemente acida de tipo acido poliestirenosulfénico convertida en un tipo de Ca), elucién con agua para
separar la ribosa sin proteger y recogida del compuesto de ribosa (patente japonesa JP 61-212592, Resumen).

BASF ensefia un procedimiento continuo en el que una solucién acuosa/alcohdlica de D-arabinosa se calenté en un
solvente en presencia de un intercambiador de aniones basicos cargados con un compuesto de molibdeno (VI). El
eluido se recogid y se seco, se le afiadié metanol o etanol al eluido seco y la mezcla se enfrid a aproximadamente 0
°C para cristalizar la D-arabinosa sin convertir para luego separarla y reciclarla. El filtrado restante se concentra y se
purifica de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en la técnica sobre un intercambiador de iones
fuertemente acido en la forma de Ca2+, y toda arabinosa/ribosa libre de subproductos se reciclo en arabinosa en la
etapa de cristalizacion (patente europea EP 0288847).
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Los procedimientos de Tokyo Tanabe Co., Ltd., y BASF requieren equipos y reactantes sofisticados y caros, y al
compuesto producido todavia hay que afiadirle los grupos protectores.

Japan Tobacco, Inc., preparé 3-DPA-lactona mediante la proteccion del grupo 5-OH de una y-ribonolactona,
mediante el uso de un cloruro acido o un anhidrido acido con una amina terciaria para provocar la 3-eliminacién del
3-OH y la formacién de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, mientras que simultaneamente se acila el grupo 2-
OH, y finalmente, de forma catalitica, se hidrogena el doble enlace entre C-2 y C-3 y se retira el grupo protector para
regenerar el 5-OH. Véase las patentes europeas EP O 526 655 A1, EP O 553 358 A1y EP O 553 358 B1, asi como
sus equivalentes de EE.UU. U.S 5.322.955 y U.S. 5.391.769.

Otro trabajo relacionado con la sintesis de las ribonolactonas y de los andlogos de azicares con sustituyentes
protegidos incluyen lo que viene a continuacion.

En Li et al., Organic Letters, 3(7): 1025-28 (2001), se sintetizé un 2'-C-B-trifluorometil ribonucledsido de pirimidina a
partir de la 1,3,5-tri-O-benzoil-a-D-ribofuranosa, y entonces se convirtié6 en el bromuro de 3,5-di-O-benzoil-2-C-3-
trifluorometil-a-D-1-ribofuranosilo. El Ultimo compuesto, el bromuro derivado, se encontrd que era un intermedio de la
reaccion que era eficaz para la formacién de nucleésidos.

En Beigelman et al., Bioorg. Khim, 12 (10): 1359-65 (1986), se sintetizaron compuestos derivados de la 2-C-metil-D-
ribosa a través de la bencilacién de la 1,2:5,6-di-O-isopropiliden-3-C-metil-a-D-alofuranosa para formar un primer
intermedio; se hidrolizd y acilé selectivamente el primer intermedio para formar la 3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-3-C-
metil-6-O-toluoil-a-D-alofuranosa; y de forma secuencial se desisopropilidend, se oxidé (con acido peryddico), se
desformild, se acetild, se desbencild y se acetild de nuevo para generar el producto final, la 1,2,3-tri-O-acetil-2-C-
metil-5-O-toluoil-B-D-ribofuranosa.

En Feast et al.,, Acta Chemica Scandinavica 19: 1127-34 (1965), se describe la preparacion del acido a-D-
glucosacarinico, que se demostré que era el acido 2-C-metil-D-ribo-pentdnico, mediante el tratamiento alcalino de la
D-fructosa o de la D-fructosa 1-O-sustituida a través de un intermedio 1,4-lacténico.

En Kohn et al., J. Am. Chem. Soc., 87 (23): 5475-80 (1965), se describié una via corta para obtener un derivado de
furanosa a partir de una aldosa mediante la reduccién de una tetraaciclohexono-y-lactona en su correspondiente
tetraacilhexofuranosa con el uso del disiamilborano como reductor. La reaccién es particularmente importante para
la formacién de intermedios de la sintesis de nucledsidos C-1'-furanosilicos.

En Kempe et al., Nucleic Acids Res., 10 (21): 6695-6714 (1982), se describid la 2'-benzoilacion selectiva en los cis
2'3'-dioles de los ribonucledsidos protegidos y la isomerizacion de los 2'-benzoatos en 3'-benzoatos. Estos
nucledsidos protegidos se utilizaron para sintetizar oligorribonucleétidos sobre un soporte sélido de gel de silice, y la
posterior desproteccion proporciond la ventaja de una casi inexistente escision nucleotidica interna.

En la patente de los EE.UU. U.S 4.294.766 de Schmidt et al. se detallaba la sintesis de ribonolactona pura a partir
de una mezcla de ribonolactona y arabonolactona. La ribonolactona es un intermedio de la formacion de la
riboflavina (vitamina By). Se «lactoniz6» una mezcla de arabonato de potasio y ribonato de potasio, y la mezcla
lactonica resultante, de la cual era ribonolactona aproximadamente el 70%, se separd por cristalizacion fraccionada
con dioxano o éter monometilico de etilenglicol. La lactonizacion se realizé mediante los métodos conocidos en la
técnica, tal como, por ejemplo, con el uso de intercambiadores i6nicos, o por la concentracién de la lactona en
presencia de H,SO4 0 K>SO, y separacion del precipitado por filtracion.

Conjugacion de nucledsidos

Walton describié la sintesis de nucleésidos de cadena ramificada mediante una preparaciéon en la que se hacian
reaccionar haluros de 2,3,5-tri-O-acil-2-(o 3)-C-alquil-ribofuranosilo con compuestos de purina o pirimidina
cloromercuricos (patente de los EE.UU. US 3.480.613). Se prepararon intermedios de haluro de 3-alquilo inferior-D-
ribofuranosilo comenzando desde la 1,2-O-isopropiliden-5-O-acil-a-D-eritropentofuran-3-ulosa al hacer reaccionar
este compuesto con un reactivo de Grignard para afiadir un grupo alquilo inferior en C3. A continuacion se siguid
una de las dos vias: en la primera via, la 5-O-acil-1,2-O-isopropiliden-3-alquilo inferior-D-ribofuranosa se someti6 a la
alcohdlisis acida para formar un 5-O-acil-3-alquilo inferior-D-ribofuranésido; después, el ultimo compuesto se acilé a
2,3,5-tri-O-acil-3-alquilo inferior-D-ribofurandsido; y el ribofurandsido resultante se pudo convertir entonces en un
azucar libre al someterlo a una solvdlisis basica y a una posterior hidrélisis en acido fuerte en medio acuoso, o se
convirti6 en una halogenosa mediante una reaccion de reemplazo con halégeno en el solvente apropiado. En la
segunda via, la 5-O-acil-1,2-O-isopropiliden-3-alquilo inferior-D-ribofuranosa se acilé en condiciones basicas
(piridina) en un solvente inerte para formar la 3,5-di-O-acil-1,2-O-isopropiliden-3-alquilo inferior-D-ribofuranosa, que
luego se hidroliz6 en acido fuerte y se acilé adicionalmente para dar a conocer los intermedios deseados. Los
nucledsidos de purina 2-sustituidos, 6-sustituidos o 2,6-disustituidos que tienen una cadena ramificada en la posicion
2' 0 en la posicion 3' del resto glucidico se prepararon después al hacer reaccionar el haluro de 2,3,5-tri-O-acil-D-
ribofuranosilo con una purina 2,6-disustituida cloromercurica a la temperatura de 100 °C a 140 °C en un solvente tal
como tolueno o xileno. Los nucledsidos que tienen una base de pirimidinona deseada se obtuvieron a partir del
haluro de 2,3,5-tri-O-acil-2 (o 3)-C-alquilo inferior-D-ribofuranosilo al hacerlo reaccionar con una 2,4-dialcoxi-
pirimidina para formar la 1-(2,3,5-tri-O-acil-2 (o 3)-C-alquilo inferior-D-ribofuranosilo)-4-alcoxi-2(1H)-pirimidona, que a
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continuacion se hizo reaccionar con amoniaco, o con una amina primaria o secundaria, para generar compuestos
que tienen un sustituyente amino en el C-4 de la pirimidinona, o se hidrolizaron en condiciones basicas o acidas para
producir una base de pirimidinona que tiene un grupo hidroxi en el C-4. Desgraciadamente, las sintesis de Walton
conllevan muchas etapas, condiciones especiales y numerosos reactantes toxicos.

Tal y como se muestra en la figura 5, la técnica anterior ensefia la conjugacion de la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-
metil-B-D-ribofuranosa (4) con la N*-benzoil-citosina mediante el uso de BSA en acetonitrilo. La mezcla de la
reaccion se calento a reflujo durante aproximadamente 30 minutos, tras lo cual se afiadié el acido de Lewis, SnCly, y
la solucion se calenté de nuevo a reflujo durante aproximadamente 3,5 horas, para generar la 4-NH-benzoil-2',3',5'-
tri-O-benzoil-B-D-2'-C-metil-citidina (5a). Se obtuvo el compuesto (5a) mediante la dilucién con acetato de etilo y
bicarbonato de sodio saturado y acuoso, y la purificacion cromatografica exhaustiva. La retirada de los grupos
benzoilo protectores se consiguid mediante el tratamiento de (5a) durante una noche con una solucién de metanol
saturada previamente con amoniaco para dar a conocer la -D-2'-C-metil-citidina (6).

Profarmacos

Los compuestos farmacéuticamente activos a veces se administran en forma de profarmaco esterificado. Se utilizan
con mas frecuencia los ésteres de acido carboxilico, mientras que los ésteres de fosfonato y de fosfato se utilizan
con menos frecuencia porque no se consigue hidrolizarlos in vivo y pueden generar subproductos téxicos (véase la
patente de los EE.UU. n.° US 6.312.662 de Erion et al.). A veces se utilizan como profarmacos los ésteres
aciloxialquilicos para los compuestos de fosfato y de fosfonato, ya que son ésteres de fosfonato y ésteres arilicos
ciclicos, en particular los ésteres de fenilo y de bencilo (Farquhar et al., J. Pharm. Sci., (1983), 72(3): 324; patente de
los EE.UU. n.° US 6.312.662 de Erion et al.). Al igual que los nucleésidos, los acidos fosfonicos tales como, por
ejemplo, el acido fosfonoférmico y el PMEA (Adefovir; 9-(2-fosfonilmetoxi-etil)adenina) muestran actividad antivirica
al igual que los profarmacos de los nucledsidos por eterificacion con lipidos o de acido carboxilico (patente de los
EE.UU. n.° 6.458.773 de Gosselin et al.).

Histéricamente, las sintesis y formulaciones de los profarmacos han actuado tipicamente sobre la posicion 5' de un
nucledsido o analogo nucleosidico. Gosselin et al., ibidem, describieron nucledsidos en los que la H del grupo 5-OH
esta reemplazada por cualquiera de los siguientes: un grupo acilo que incluye aquéllos en los que el resto no
carbonilo del grupo éster se selecciona de alquilo(C1-Cy) de cadena lineal, ramificado o ciclico, fenilo o bencilo; un
aminoacido que se encuentra de forma natural o no natural; un 5'-éter lipidico o un 5'-fosfoéter lipidico; alcoxialquilo
que incluye metoximetilo; aralquilo que incluye bencilo; ariloxialquilo tal como, por ejemplo, fenoximetilo; arilo que
incluye fenilo, opcionalmente sustituido con halégeno, alquilo(C+-C4) o alcoxi(C+-C4); un acido dicarboxilico tal como,
por ejemplo, acido succinico; un éster de sulfonato tal como, por ejemplo, sulfonilo de alquilo o aralquilo que incluye
metanosulfonilo; o mono-, di- o trifosfoéster.

Matulic-Adamic et al. (patente de los EE.UU. n.° 6.248.878) describieron la sintesis de analogos nucleosidicos que
comprenden un anillo de ribofuranosa con un grupo que contiene fésforo unido a la posicion 3' mediante un atomo
de oxigeno y una base de pirimidina sustituida. El grupo que contiene fésforo incluye ditioatos o fosforamiditas, o
puede ser parte de un oligonucledtido. Estos compuestos son profarmacos porque reaccionan adicionalmente para
dar a conocer los nucledsidos y analogos nucleosidicos finales deseados. Los compuestos se sintetizan en un
procedimiento con varias etapas en el que se conjugan, como materiales de partida, una ribofuranosa que tiene un
grupo hidroxi o acetoxi en C-1 y grupos benzoilo protectores en C-2, C-3 y C-5, y una 4-OSiMes pirimidina para
producir una 1-(2,3,5-tri-O-benzoil-ribofuranosil)-pirimidin-4-ona; luego se afiade amoniaco en metanol al producto
de la primera reaccioén para retirar los grupos benzoilo protectores; a continuacion se hace reaccionar DMT-CI/Pyr
con el compuesto del producto sin proteger, que da lugar a la adicion de DMT en la posicion 5'-O de la ribofuranosa;
a continuacion se hace reaccionar TBDMS-CI, AgNO3 y Pyr/THF con la ribofuranosa sustituida con 5'-O-DMT; y
finalmente se realiza la fosfitilacion estandar para producir el grupo que contiene fosforo localizado en la 3'-O. Cada
una de las sintesis presentadas incluye al menos de 4 a 7 etapas.

Chu et al. describieron profarmacos que son compuestos y composiciones modificados con azida, entre ellos
analogos nucleosidicos fosforilados y nucledsidos (patente de los EE.UU. US 6.271.212). Tales profarmacos de
azida tienen como ventajas su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica, proporcionar una mayor
semivida y ofrecer una mayor biodisponibilidad y una mejor estabilidad de la forma activa del farmaco sobre la
observada con anterioridad. Sin embargo, Chu et al. describieron una larga sintesis en varias etapas para preparar
sus profarmacos de azida.

Borretzen et al. describieron profarmacos antiviricos que eran nucleésidos y analogos nucleosidicos. Describieron
algunos ésteres de acidos grasos con nucledsidos y analogos nucleosidicos antiviricos, en donde el acido graso de
un acido graso monoinsaturado de 18 o 20 carbonos se fijaba a la posicion 5' del nucledsido o del analogo
nucleosidico a través de un procedimiento de acilacion (patente de los EE.UU. US 6.153.594). El procedimiento se
llevé a cabo en presencia de un catalizador y se dejoé que continuara durante 24 a 60 horas. El aislamiento del
producto se llevé a cabo mediante la extraccidon con un solvente organico, y la purificacion mediante cromatografia
y/o retrocristalizacion desde un solvente adecuado. El rendimiento porcentual del producto varié ampliamente del 15
al 82%. Borretzen et al., sin embargo, no utilizaron la terminologia «profarmaco».



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2470771 T3

En 1999, McCornick et al. describieron la formacion del carbonato en el 3'-OH de la guanosina mediante el uso de
una ribosa sin proteger a modo de material de partida (McCornick et al., J. Am. Chem. Soc. 1999, 121 (24): 5661-5).
McCornick fue capaz de sintetizar el compuesto mediante la introduccion secuencial y escalonada de los enlaces O-
y N-glucosidicos, la aplicacion de determinados grupos protectores, la sulfonacion y la desproteccion final. En una
de las etapas de su procedimiento, McCornick et al. hicieron reaccionar la guanosina sin proteger con BOC-
anhidrido, DMAP, EtsN y DMSO a la temperatura ambiental durante 4 horas para obtener directamente un carbonato
en el 3'-OH de la guanosina.

De igual forma, en 1999, Tang et al. describieron un procedimiento para preparar profarmacos fosforamiditicos de 2'-
C-B-metil-ribonucledsidos de citidina (Tang et al., J. Org. Chem. 1999, 64: 747-754). Al igual que muchos de sus
colegas, Tang et al. hicieron reaccionar la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa con la 4-N-
benzoilcitosina persililada en presencia del acido de Lewis SnCls a modo de primera etapa de sintesis (ibidem en
748, esquema 1.°).

En el afio 2000, en Novirio Pharmaceuticals (ahora Idenix) se descubrié que la estabilidad y biodisponibilidad de los
analogos nucleosidicos antiviricos mejoraba mediante la administracion de formas esterificadas con aminoacidos de
los nucledsidos antiviricos (n.° de serie de los EE.UU. 09/864.078, pendiente; n.° de serie de los EE.UU. 10/261.327,
pendiente; patente internacional n.° WO 01/90121; y las solicitudes provisionales de los EE.UU. n.° 60/377.983 y
60/392.351). Los procedimientos utilizados para preparar estos ésteres de aminoacidos de nucledsidos y de
analogos nucleosidicos comenzaron con los 3-D- o B-L-nucledsidos de ramificacion adecuada que opcionalmente
podian estar protegidos por un grupo protector adecuado tal como, por ejemplo, un grupo sililo, y posteriormente ser
desprotegidos mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica (Zhang et al, Tetrahedron Letters,
1992, 33: 1177-80; Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, 2.2 edicion (1991);
Kerr et al., J. Pharmaceutical Sciences, 1994, 83: 582-6; Tang et al., J. Org. Chem., 1999, 64(3): 747-754; y Cavelier
et al., Tetrahedron Letters, 1996, 37: 5131-4). A continuacion, el nucledsido ramificado opcionalmente protegido se
conjugd con un donante de acilo adecuado, tal como un cloruro de acilo y/o un anhidrido de acilo o un acido
activado, en un solvente aprotico o prético adecuado y a una temperatura de reaccioén adecuada, para generar €l
profarmaco en 2' o 3' de un -D- o B-L-nucledsido ramificado en 1', 2', 3' o 4', opcionalmente en presencia de un
agente de conjugacion adecuado (véase Synthetic Communications, 1978, 8(5): 327-33; J. Am. Chem. Soc. 1999,
121 (24): 5661-5; Bryant et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2001, 45, 229-235; Standring et al., Antiviral Chem &
Chemother., 2001, 12 (supl. 1), 119-129; Benzaria et al., Antiviral Res. 2001, 50, A79; Pierra et al., Antiviral Res.,
2001, 50, A79; y Cretton-Scott et al., Antiviral Res., 2001, 50, A44). Los posibles reactantes de conjugacion son todo
reactante que permita que los compuestos o restos se unan entre si incluyen, pero sin limitarse a ellos, varias
carbodiimidas, CDI, BOP y carbonildiimidazol. Por ejemplo, para un profarmaco en 3' de un nucleésido ramificado en
2', es preferible que el nucledsido no esté protegido, pero que se conjugue directamente a un resto de aminoacido o
alcanoico mediante un reactante de conjugacioén carbodiimidico.

El procedimiento de la técnica anterior mostrado en la figura 5 incluia la siguiente secuencia de reaccion para
preparar un profarmaco de nucledsido de citidina por esterificacion en 3' con valinilo: se afadié la 1,2,3,5-tetra-O-
benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa (4) a una mezcla de BSA y N*-benzoil-citosina en acetonitrilo y se calenté a
reflujo durante aproximadamente 30 minutos, tras lo cual se afiadi6 el acido de Lewis, SnCls, y la solucion se calento
de nuevo a reflujo durante aproximadamente 3,5 horas, para generar la 4-NH-benzoil-2',3',5'-tri-O-benzoil-3-D-2'-C-
metil-citidina (5a). EI compuesto (5a) se obtuvo mediante la dilucion con acetato de etilo y bicarbonato de sodio
saturado y acuoso, y la purificacion cromatografica exhaustiva. La retirada de los grupos benzoilo protectores se
llevé a cabo mediante un tratamiento durante una noche de (5a) con una solucién de metanol saturada previamente
con amoniaco para generar la B-D-2'-C-metil-citidina (6). El compuesto (6) en DMF se hizo reaccionar con
dimetilacetal de N,N-dimetilformamida a la temperatura ambiente durante aproximadamente 1,5 horas para generar
citidina con un grupo amino protegido en C4, la N*-[(dimetilamino)metilen]-B-D-2'-C-metil-citidina (7); una solucion de
citidina con los aminos protegidos (7) en pirimidina seca se hizo reaccionar luego con imidazol y TBDPSCI a la
temperatura ambiente durante aproximadamente 6 horas para generar citidina cuyo 5'-O estaba protegido con sililo
(8); se anadid N-Boc-L-valina en presencia de DEC, DMAP y THF/DMF a la 3-D-2'-C-metil-citidina protegida en 4 y
en 5' (8) a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 dias para producir un éster 3'-O-L-N-BOC-valinilico
protegido en 4 y 5' de la -D-2'-C-metil-citidina (9); el éster 3'-O-L-N-BOC-valinilico protegido en 4 y 5' de la 3-D-2'-C-
metil-citidina (9) se recogid en metanol seco al cual se habia afadido fluoruro de amonio y la mezcla se llevo a
reflujo para retirar los grupos protectores 5'-sililo y 4-amino, lo que produce el éster 3'-O-L-N-(tert-
butoxicarbonil)valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina (10), que se purific6 mediante cromatografia en columna; vy,
finalmente, a una solucion del éster 3'-O-L-N-(tert-butoxicarbonil)valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina (10) en
acetato de etilo seco se le afiadié una solucion al 20% de HCl/acetato de etilo y la mezcla se agité durante
aproximadamente 2 horas para retirar el grupo BOC protector, lo que genera la sal hidrocloruro del éster 3'-O-
valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina como producto final (11). La sintesis de la técnica anterior mostrada en la figura
6 utilizé el uracilo en vez de benzoil-citosina para preparar el compuesto (11), la -D-2'-C-metil-citidina.

A la vista de lo anterior, seria ventajoso contar con un procedimiento eficaz para preparar un nucledsido o un
analogo nucleosidico, tal como un 2-metil-nucledsido o un 2'-metil-3'-O-valinil-nucledsido o, sus intermedios, que
incluyen la 2-C-metil-ribonolactona y la 2-C-metil-D-ribofuranosa, y sus sales y/o los profarmacos de los mismos.

Otro objeto de la presente invencion es dar a conocer un procedimiento para la adiciéon selectiva de un grupo en el
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3'-OH de un nucledsido que daria el profarmaco procedente de un compuesto.

Aun otro objeto de la presente invencion es tener un procedimiento eficaz para preparar compuestos protegidos de
analogos de azUcares que requieran el menor nimero posible de etapas, y que utilice un material de partida barato.

Otro objeto de la presente invencion es disminuir significativamente el tiempo que se necesita para preparar los
intermedios protegidos de los azlcares en comparacion con los otros procedimientos para sintetizar productos
parecidos.

Ademas, otro objeto de la invencién es tener un procedimiento que se lleve a cabo a término en cuestion de horas y
que genere un producto final con un rendimiento y pureza elevados.

Otro objeto de la invencidn es tener un procedimiento que emplea reactantes que no sean toxicos y sean faciles de
usar, cuyo producto final se aisle con facilidad mediante las técnicas corrientes que se conocen en la técnica y que
sean facilmente escalables.

Aun otro objeto de la presente invencién es obtener el compuesto final producido con un rendimiento y una pureza
elevados que superen al menos el 90 o el 95%.

Otro objeto mas de la presente invencion es emplear reactantes de manipulacion facil y que no sean toxicos.
Compendio de la invencion

La presente invencion describe un procedimiento nuevo y mejorado para preparar nucledsidos y analogos
nucleosidicos, tales como 3-D- y B-L-2'-C-metil-nucledsidos y nucledsidos 2'-C-metil-3'-O-esterificados, y sus sales
y/o los profarmacos de los mismos, mediante el uso de una o mas cantidades menores de reactantes en menos
tiempo con las etapas de purificacion mas sencillas y con un mayor rendimiento del producto que el encontrado en la
técnica anterior. Ademas, el procedimiento de la presente invencién se puede escalar ventajosamente para
satisfacer los requisitos de la produccién industrial.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen especificamente procedimientos que incluyen las etapas de (a)
hacer reaccionar una D-fructosa con CaO para obtener una 2-C-metil-D-ribonico-y-lactona; y/o (b) hacer reaccionar
una 2-C-metil-D-ribonico-y-lactona opcionalmente protegida con un reductor adecuado, tal como Red-Al,
opcionalmente en un solvente, tal como etanol, para obtener una 2-C-metil-D-ribofuranosa opcionalmente protegida;
y/o (c) conjugar una 2-C-metil-D-ribofuranosa opcionalmente protegida con una base sin proteger, tal como citosina,
en presencia de un agente activador, tal como un sililante (p. ej. BSA), opcionalmente en presencia de un acido de
Lewis, tal como SnCls, para obtener un 2'-C-metil-nucledsido opcionalmente protegido, por ejemplo, una 2'-C-metil-
citidina; y/o (d) generar un éster en 3' de un 2'-C-metil-nucledsido, tal como 2'-C-metil-citidina, mediante el uso de
reactivos, condiciones de reaccion (solventes, tiempos de reaccion, etc.) y técnicas de extraccion/purificacion
optimizados. En una realizacién particular de la invencion, los procedimientos se ejemplifican en las figuras 1y 4.

También se dan a conocer procedimientos sintéticos escalables y eficaces para preparar un profarmaco de
nucledsido con alto rendimiento que tiene un resto escindible en la posicién 3' del nucledsido. Se dan a conocer
adicionalmente procedimientos rentables que emplean reactantes no tdxicos para preparar un nucledsido, analogo
nucleosidico, su sal o un profarmaco de los mismos. La comparacioén de la figura 4, un procedimiento de la presente
invencion, con la figura 5, un procedimiento de la técnica anterior, demuestra que se ahorra mas con las etapas de
los procedimientos mejorados.

También se dan a conocer procedimientos sintéticos escalables y eficaces para preparar un intermedio glucidico 2-
C-metilado, tal como de forma independiente 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-
ribénico-y-lactona sin proteger (también denominada 2-C-metil-ribonolactona) y de forma independiente 1,2,3,5-
(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-ribofuranosa sin proteger, mediante el uso de uno o mas
reactantes baratos en menos tiempo con etapas de purificacion mas sencillas y con un mayor rendimiento del
producto que el hallado en la técnica anterior.

Un nuevo aspecto de la presente invencion reside en el uso de combinaciones especificas de reactantes que
eliminan la necesidad de la separacion, aislamiento y/o purificacion en las etapas intermedias en la sintesis. La
seleccion de reactantes especificos que convierten una cantidad predominante del material de partida en producto,
que reducen la racemizacion y que se retiran con facilidad del producto final, proporciona un procedimiento sintético
que es mas eficaz que el conocido hasta ahora. El resultado global es una disminucion del tiempo necesario para la
formacién del producto del profarmaco final, asi como un incremento del rendimiento porcentual del producto
deseado. Ademas, al necesitarse menos tiempo y menos reactantes, se obtiene una rentabilidad total mayor y se da
a conocer un procedimiento seguro que se puede llevar a escala industrial, si asi se desea.

En una realizacion, el procedimiento de la presente invencién se refiere a la preparacién de un nucledsido que esta
disustituido en 2'-C, tal como un 2'-metil-nucledsido o un 2'-metil-3'-O-valinil-nucleésido, sus intermedios, tal como
2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-ribonico-y-lactona sin proteger (también denominada
2-C-metil-ribonolactona) y 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-ribofuranosa sin
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proteger, y sus sales y/o los profarmacos de las mismas. En una realizacion preferida, la presente invencion se
utiliza para preparar 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) o 2-C-metil-D-ribonico-y-lactona sin proteger.
En otra realizacion preferida, la presente invencion se utiliza para preparar 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente
protegidos) o 2-C-metil-D-ribofuranosa sin proteger. Aun en otra realizacion preferida, la presente invencion se utiliza
para preparar (-D-2'-C-metil-citidina  (4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-C-metil-tetrahidrofuran-2-il)-1H-
pirimidin-2-ona). En otra realizacion preferida, la presente invencion se lleva a cabo para preparar el 3'-O-aminoacido
(que incluye, pero sin limitarse a éste, un éster valinilico) de la p-D-2'-C-metil-citidina (2-amino-3-metil-butirato de 5-
(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-tetrahidro-furan-3-ilo) o su forma de sal de
hidrocloruro preferida. Los nucledsidos, analogos de nucledsidos, sales o profarmacos esterificados preparados por
la presente invencion se pueden utilizar como intermedios de la preparacién de una amplia gama de analogos
nucleosidicos diferentes, o se pueden utilizar directamente como antiviricos y/o antineoplasicos.

En una realizacioén, el procedimiento mejorado de la presente invencion incluye hacer reaccionar la citosina y un
activador, tal como BSA, opcionalmente en presencia de un acido de Lewis, por ejemplo el SnCls, con 1,2,3,5-
(independiente y opcionalmente protegidos) o 2-C-metil-B-D-ribofuranosa sin proteger para formar la 4-amino-1-(3,4-
(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-5-O-protegido-hidroximetileno-3-metil-tetrahidrofuran-2-il)- 1H-
pirimidin-2-ona (véase la figura 4).
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en donde cada P', P?, P? y P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
como un acilo, y preferiblemente un benzoilo;

y luego

desproteger opcionalmente el 4-amino-1-(3,4-(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-5-
(hidroximetileno opcionalmente O-protegido)-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidin-2-ona de la etapa anterior
para formar la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidrofuran-2-il)-1H-pirimidin-2-ona (6) si fuera
necesario.
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Por ejemplo, si P!, P? y P? del intermedio (V) es benzoilo, entonces el compuesto se puede hacer reaccionar con
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NaOMe/MeOH para generar la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 7H-pirimidin-2-ona
(VI), también conocida como -D-2'-C-metil-citidina, que opcionalmente se puede retrocristalizar, por ejemplo, desde
etanol, para obtener la B-D-2'-C-metil-citidina en forma pura. Este compuesto puede, si se desea, utilizarse tal cual
como un antivirico o se puede modificar adicionalmente para dar un profarmaco para la administracion.

A continuacion, el intermedio (VI) se puede proteger de manera selectiva y optativa, esterificar, por ejemplo, en la
posicion 3', y opcionalmente desproteger mediante cualquier medio conocido en la técnica para obtener el
profarmaco por esterificacén en 3' de la B-D-2'-metil-citidina, tal como el éster 3'-O-valinilico de la B-D-2'-C-metil-
citidina (2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-tetrahidro-
furan-3-ilo) o su forma de sal de hidrocloruro preferida.

Como un ejemplo no limitante de la invencion, si se prefiere el éster 3'-valinilico, el procedimiento de esterificacion
puede incluir las etapas descritas en la figura 4, a saber: hacer reaccionar la -D-2'-C-metil-citidina con el
Me2NCH(OMe), en DMF para formar (7), la N-[1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-
dihidro-pirimidin-4-il]-N, N-dimetil-formamidina, que es la forma aminoprotegida de (VI); hacer reaccionar (7) con
TBDPSCI e imidazol en DCM para generar la forma protegida en 5' con sililo de (7) como N'-{1-[5-(tert-butil-difenil-
silaniloximetil)-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidro-furan-2-il]-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-dimetil-formamidina  (8);
hacer reaccionar (8) con N-Boc-L-valina, EDC y DMAP en DCM para formar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-
butirato de 2-(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-5-[4-(dimetilamino-metilenamino)-2-oxo-2H-pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-
metil-tetrahidro-furan-3-ilo (9); retirar los grupos sililo y aminoprotectores al hacer reaccionar (9) con NH4F en MeOH
con la adicién de acetato de etilo (para impedir la escision del éster 3'-O-valinilico por el amoniaco liberado), y
someter a reflujo la mezcla para generar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-
pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (10), que se purifica mediante cristalizacion simple;
y, finalmente, hacer reaccionar (10) con HCI en EtOH para generar la sal dihidrocloruro de 2-amino-3-metil-butirato
de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (11) como producto final.

El uso de la citosina en vez de la benzoil-citosina u otra citosina protegida, tal y como se hall6 en la técnica anterior,
mejora la economia de los atomos y simplifica los procedimientos de purificacion.

El procedimiento de la presente invencion es ventajoso por utilizar hasta aproximadamente el 50% menos de
reactantes que un procedimiento similar hallado en la técnica anterior. Incluso con el uso de menos reactantes, una
comparacion con el procedimiento de la técnica anterior mas cercana revela que en un ejemplo se produjo un
incremento global del rendimiento del producto del 12% al 38%. Una ventaja mas se halla en la disminucién de la
duracién del ciclo requerido para completar la sintesis del profarmaco. En comparacién con la sintesis de la técnica
anterior que se muestra, el procedimiento mejorado de la presente invencion acorta la duracion del ciclo
aproximadamente un 80%. Esto se debe principalmente a cuatro factores: 1) un incremento en la carga con la
consiguiente disminucion del nimero de lotes necesarios; 2) un incremento del rendimiento porcentual; 3) el uso de
solventes y reactantes de manipulacion facil; y 4) la eliminacion de las etapas laboriosas de purificacion
cromatografica.

Un nuevo aspecto de la presente invencion reside en el uso de combinaciones especificas de reactantes que
eliminan la necesidad de separacion, aislamiento y/o purificacion en las etapas intermedias de la sintesis. La
seleccion de reactantes especificos que convierten una cantidad predominante del material de partida en producto,
que reducen la racemizacion y que se pueden retirar con facilidad del producto final proporciona un procedimiento
sintético que es mas eficaz que los conocidos hasta ahora. El resultado global es una disminucién del tiempo que
tarda en formarse el producto final del profarmaco, asi como un incremento del rendimiento porcentual del producto
deseado. Ademas, al necesitarse menos tiempo y menos reactantes, se obtiene una rentabilidad global mayor y se
da a conocer un procedimiento seguro que se puede llevar a escala industrial, si asi se desea.

En una realizacién adicional de la presente invencion, la 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-
metil-B-D-ribofuranosa se obtiene a partir de la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-D-
ribénico-lactona mediante la reduccién con un reductor, tal como con hidruro de sodio y bis(2-metoxietoxi)aluminio
(Red-All), opcionalmente en un solvente, tal como etanol;

PO ~ plo
o) o
0 OH

CH; feeet CH

",

n" ", &
$§ %, § 2
$ 2, S %
P’0 op? P20 )

dan am
en donde cada P', P? y P? es de forma independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
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como un acilo, y preferiblemente un benzoilo;

y a continuacion

proteger (p. €j., benzoilar) opcionalmente el compuesto modificado de ribofuranosa de la etapa anterior para formar
la 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-B3-D-ribofuranosa, si es necesario,

Plo o - Po
OH 0 op?
_........_...+
CH3 CH3

%,
3
%
Z.

op?

%,
2
Z,
-

P P00

P,
§
(0)

P2
m ™

en donde P* es de forma independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal como un acilo, y
preferiblemente un benzoilo.

La utilizacion de Red-Al como agente reductor de la presente invencion proporciona inesperadamente productos que
tienen una estereoquimica especifica que permite su separacion eficaz. Esto simplifica el aislamiento del producto
10 final deseado.

En otra realizacion de la presente invencion se obtiene la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-
metil-D-ribénico-lactona al hacer reaccionar la D-fructosa con CaO;

OH
0] HO
O
OH fo)
_— T
- \ [t CH3
OH HO OH
D-fructosa n

15 y a continuacion,

proteger opcionalmente la lactona, por ejemplo, con cloruro de benzoilo (u otro cloruro de acilo adecuado), para
formar la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-D-ribénico-lactona, si fuera necesario;

HO _ P'o
o) o 0. o
CH;,

[owst CH 3 ) L
& % 53 %,
N %, $ %,
0 OH | PO op?

@ a

H

en donde cada P', P? y P? es de forma independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
20 como un acilo, y preferiblemente un benzoilo.

Ademas, para aislar un producto anomérico Unico y puro (a saber, de forma esencialmente pura, que se refiere a al

menos el 95%), se puede afadir una o varias etapas de purificacion cuando sea necesario.

El procedimiento de la presente invencion utiliza la D-fructosa, que es barata, como material de partida, lo que
proporciona ahorros de coste significativos para el productor. Esto es especialmente importante cuando se requiere
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o contempla el escalamiento para las aplicaciones industriales.

Ademas de la ventaja econdmica significativa de utilizar la D-fructosa como material de partida, la presente
invencion disfruta del nuevo aspecto de utilizar el 6xido de calcio (CaO) como reactante en la primera etapa del
procedimiento. El CaO se afiade a la D-fructosa en agua para preparar la 2-C-metil-D-rib6nico-y-lactona. Esta Unica
etapa se termina en menos tiempo y es la responsable del incremento de rendimiento del 30 al 40% sobre los
procedimientos parecidos de la técnica anterior. Ademas, el CaO no es toxico, es facil de utilizar y se mezcla bien
con la fructosa y con el agua.

Se utiliza un precipitante para retirar el calcio de la solucion. En una realizacién, a la mezcla de reaccion se le afiade
CO. y un acido que es mas fuerte que el acido ribénico, y en una realizacion preferida un acido organico, para
formar carbonato de calcio. Los acidos organicos adecuados incluyen, pero no se limitan a ellos: acido oxalico, acido
maldnico, acido succinico, acido glutarico, acido adipico, acido subérico, acido sebacico, acido azelaico, acido
maleico, acido acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido acrilico, acido metacrilico, acido butirico, acido
pentanoico, acido hexanoico o acido hexanoico.

Ademas, el procedimiento global que se da a conocer mediante la combinacién de las figuras 1y 4 es ventajoso por
utilizar hasta el 50% menos de reactantes que un procedimiento similar encontrado en la técnica anterior. Incluso
con el uso de menos reactantes, una comparacion con el procedimiento de la técnica anterior mas cercana revela un
incremento global del rendimiento del producto de, por ejemplo, el 12% al 38%. Una ventaja mas se halla en la
disminucion del tiempo necesario para completar el ciclo de la sintesis del profarmaco. En comparaciéon con la
sintesis de la técnica anterior que se muestra, el procedimiento mejorado de la presente invencion acorta el tiempo
del ciclo aproximadamente un 80%. Esto se debe principalmente a cuatro factores: 1) un incremento de la carga con
una disminucion consiguiente del numero de lotes necesarios; 2) un incremento del rendimiento porcentual; 3) el uso
de solventes y reactantes que se manipulan con facilidad; y 4) la eliminacion de las etapas laboriosas de purificacion
cromatografica.

Por lo tanto, en una realizaciéon de la invencion se da a conocer un procedimiento para la preparacion de la 2'-C-
metil-D-citidina a partir de la D-fructosa, que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar la D-fructosa con CaO para obtener una 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona;

OH
0 : HO
' 0)
OH 0
. ——
W ' \ CH
HO i OH & "’f 3
= § 7
OH HO OH
D-fructosa N

(b) proteger la lactona opcionalmente, por ejemplo, con cloruro de benzoilo (u otro cloruro de acilo adecuado), para
formar la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-D-ribénico-lactona, si fuera necesario;

HO PO
o}
O O 0

CH3 L CH3

%,
>
7,
z

HO “OH P2 P

® @

en donde cada P', P? y P? es de manera independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
como un acilo, y preferiblemente un benzoilo;

(c) hacer reaccionar la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-D-ribénico-lactona con un agente
reductor, tal como con hidruro de sodio y bis-(2-metoxietoxi)aluminio (Red-Al), opcionalmente en un solvente, tal
como etanol;



10

15

ES 2470771 T3

Plo o P'O
kfo \ 0 T
_.__...,......_..._b.
) jot CH3 \ (st CH3

o “,

= 2
3 Z
= -4

P20 OP> P20 %p
@ @

en donde cada P', P? y P? es de forma independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
como un acilo, y preferiblemente un benzoilo;

(d) proteger (p. €j., benzoilar) opcionalmente el compuesto modificado de ribofuranosa de la etapa anterior para
formar la 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-B-D-ribofuranosa, si fuera necesario,

Plo 5 | P'o
‘C : :;VOH 0 or?
.—_—_..._b,
' ) st CH; o) CH,

.

,
£

Z

‘s\.‘ S g‘ . “‘l,
PO op’ N %p?
am | aw

en donde P* es de forma independiente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal como un acilo, y
preferiblemente un benzoilo,

(e) hacer reaccionar la 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-B-D-ribofuranosa con citosina y
un activador, tal como BSA, de forma optativa en presencia de un acido de Lewis, tal como SnCly, para formar la 4-
amino-1-(3,4-(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-5-O-protegido-hidroxi-metilen-3-metil-tetrahidro-
furan-2-il)- 1H-pirimidin-2-ona

NH,
L | \/k
\N Plo N’ 0
P |
) o ) /J\ HC
OP 0

O~

or* op? op?

I\ ®

en donde cada P', P?, P? y P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado, tal
como un acilo, y preferiblemente un benzoilo;

y a continuacion
(f) desproteger opcionalmente la 4-amino-1-(3,4-(hidroxilos independiente y opcionalmente protegidos)-5-O-

protegido-hidroximetilen-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 1H-pirimidin-2-ona de la etapa anterior para formar la 4-amino-
1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 7H-pirimidin-2-ona (VI) si fuera necesario,
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(g) proteger/desproteger opcionalmente y a continuacion esterificar las posiciones 3' de la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-
hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 7H-pirimidin-2-ona (VI), por ejemplo, con L-valina, para obtener el
profarmaco esterificado en 3' de la B-D-2-metil-citidina, por ejemplo, el éster 3'-O-valinilico de la B-D-2'-C-metil-
citidina (2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-tetrahidro-
furan-3-ilo), opcionalmente en forma de sal, si se desea.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un esquema de un procedimiento preferido para preparar la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-B-D-
ribofuranosa y la 2,3,5-tri-O-protegido-2-C-metil-D-ribonico-y-lactona.

La figura 2 es un esquema de un procedimiento alternativo para preparar la 2-C-metil-B-D-ribonolactona.

La figura 3 es un esquema de un procedimiento alternativo para preparar la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-B3-D-
ribofuranosa.

La figura 4 es un esquema de un procedimiento preferido de la presente invenciéon para preparar un nucleosido,
analogo nucleosidico, o una sal o profarmaco del mismo.

La figura 5 es un esquema de un procedimiento alternativo para preparar una sal farmacéuticamente aceptable del
éster 3'-O-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina.

La figura 6 ilustra una via alternativa conocida en la técnica anterior para preparar la -D-2'-C-metil-citidina.
Descripcion detallada de la invencién

Se dan a conocer procedimientos para preparar nucledsidos y analogos nucleosidicos, tales como 2'-C-metil-
nucledsidos y 2'-C-metil-3'-O-valinil-nucledsidos, y sus sales y/o los profarmacos de los mismos, en todas sus formas
estereoquimicas y tautoméricas, mediante el uso de menos reactantes en menos tiempo y con unos rendimientos
del producto mayores que los hallados en la técnica anterior. Ademas, elimina la necesidad de las largas y
laboriosas etapas de purificacion cromatografica, y mantiene la racemizacion indeseada en niveles aceptables. El
procedimiento mejorado incluye la formacion del nucledsido de interés como un intermedio de la sintesis de los
profarmacos, y ventajosamente se puede escalar para cumplir los requisitos de la produccion industrial.

También se dan a conocer procedimientos sintéticos escalables y eficaces para preparar un intermedio 2-C-metilico
del azucar, tal como la 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona (también
denominada 2-C-metil-ribonolactona) sin proteger y 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-
D-ribofuranosa sin proteger, mediante la utilizacion de reactantes baratos, tales como la D-fructosa, en menos
tiempo con etapas de purificacion mas simples y con rendimientos del producto mayores que los hallados en la
técnica anterior.

En una realizacion, el procedimiento de la presente invencion se dirige a la preparacion de un nucledsido que esta
disustituido en la posicién 2'-C, tal como un 2'-metil-nucledsido o un 2'-metil-3'-O-valinil-nucleésido, sus intermedios,
tal como 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona (también denominado
una 2-C-metil-ribonolactona) sin proteger y 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) y 2-C-metil-D-
ribofuranosa sin proteger, y sus sales y/o los profarmacos de los mismos. En una realizacién preferida, la invencion
se utiliza para preparar 2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos) o 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona sin
proteger. En ofra realizacion preferida, la invencion se utiliza para preparar 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente
protegidos) o 2-C-metil-D-ribofuranosa sin proteger. Alin en otra realizacion, la presente invencion se utiliza para
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preparar la p-D-2'-C-metil-citidina (4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-C-metil-tetrahidrofuran-2-il)- 1H-pirimidin-
2-ona). En otra realizacion, la presente invencion se lleva a cabo para preparar el éster 3'-O-valinilico de la -D-2'-C-
metil-citidina  (2-amino-3-metil-butirato de  5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-
tetrahidro-furan-3-ilo) o su forma de sal de hidrocloruro preferida. Pueden utilizarse nucledsidos, analogos de
nucledsidos, sales o profarmacos por esterificacion preparados por la presente invencién como intermedios de la
preparacion de una amplia gama de analogos nucleosidicos diferentes, o se pueden utilizar directamente como
antiviricos y/o antineoplasicos.

En una primera realizacién, el procedimiento de la presente invencién utiliza la D-fructosa como material de partida
en una sintesis corta para preparar la 1,2,3,5-(independiente y opcionalmente protegidos)-2-C-metil-3-D-
ribofuranosa.

En una segunda realizacion, el procedimiento de la presente invencion se refiere a la preparacion de un nucleésido,
analogo nucleosidico, o una sal o profarmaco de los mismos, que esta disustituido en la posicion 2'-C.

En una tercera realizacion, la presente invencion se utiliza para preparar la p-D-2'-C-metil-citidina (4-amino-1-(3,4-
dihidroxi-5-hidroximetil-3-C-metil-tetrahidrofuran-2-il)-1 H-pirimidin-2-ona).

En una cuarta realizacion, la presente invencion se lleva a cabo para preparar el éster 3'-O-valinilico de la B-D-2'-C-
metil-citidina  (2-amino-3-metil-butirato de  5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-
tetrahidro-furan-3-ilo) o su forma de sal de hidrocloruro preferida.

Se pueden utilizar los nucledsidos, analogos nucleosidicos, sales o profarmacos por esterificacion preparados
mediante la presente invencion como intermedios de la preparacion de una amplia gama de analogos nucleosidicos
diferentes, o se pueden utilizar directamente como antiviricos y/o antineoplasicos.

El procedimiento de la presente invencién es ventajoso por utilizar menos del 50% de las cantidades de reactantes
que un procedimiento similar hallado en la técnica anterior mas cercana. Incluso asi, una comparacién con la técnica
anterior revela un incremento del rendimiento global del producto del 12% al 38%. Una ventaja mas de la presente
invencion es una disminucion aproximada del 80% de la duracién del ciclo de sintesis del profarmaco. Aun ofra
ventaja reside en la seguridad y el facil escalado de este nuevo procedimiento para cumplir los requisitos de la
produccién a nivel industrial.

Un nuevo aspecto de la presente invencion reside en el uso de combinaciones especificas de reactantes que
eliminan la necesidad de separacion, aislamiento y/o purificacion de los intermedios de la sintesis. La seleccion de
determinados reactantes que convierten una cantidad predominante del material de partida en el producto final, que
reducen la racemizacion del resto aminoacidico del profarmaco y que se separan y retiran con facilidad del producto
final, proporciona una mayor eficacia al procedimiento que lo conocido hasta ahora. El resultado global es una
disminucion de lo que tarda la preparacion del producto final y un incremento de su rendimiento porcentual. Ademas,
ya que se necesitan menos tiempo y menos reactantes, hay un beneficio global en términos de ahorro de costes.

Las ventajas encontradas en el procedimiento mejorado de la presente invencion incluyen, en la figura 1, el uso de la
D-fructosa como material de partida barato y CaO, lo que disminuyo la duracién de la reaccion e incremento el
rendimiento porcentual de la produccion de la lactona; la reduccion con Red-Al/etanol que generd una mezcla
regioselectiva de los compuestos del producto anomérico del cual se puede separar facilmente la 1,2,3,5-tetra-O-
benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa final por los procedimientos conocidos por el experto en la técnica; en la figura 4,
el uso de la citosina como material de partida en vez de la benzoil-citosina (figura 5) o del uracilo (figura 6) como se
hall6 en la técnica anterior, lo que mejora la «economia atémica» del procedimiento mediante el empleo de un
compuesto menos complejo y menos caro de masa molecular inferior; el requisito de menos equivalentes de
citosina, SnCls y BSA en la presente invencidon en comparacion con las etapas similares de los procedimientos de la
técnica anterior; la combinacion de los reactantes y los reactivos en cantidades equivalentes y menores que las
utilizadas hasta ahora, lo que produce el beneficio doble de una reaccion que tarda en completarse de 3 a 4 horas y
que produce el intermedio (2) de la figura 4 con tal pureza que se hacen innecesarias las etapas de purificacion y
aislamiento cromatograficos adicionales.

La figura 1 es un esquema de una realizacion de la presente invencion. En este procedimiento mejorado, el tiempo
requerido para formar la ribonolactona (compuesto 1) a partir de la D-fructosa es de aproximadamente 40 horas o de
menos de 2 dias, y da lugar a un rendimiento del producto de aproximadamente el 13,6%, que es del 30 al 40%
mayor que el hallado en la técnica anterior mas cercana. En comparacion, las sintesis de la ribonolactona de Kiliani
y de Scheibler tardaron cada una 2 o mas meses en completarse y produjeron un rendimiento del producto de
aproximadamente el 10% (Lépez-Herrera et al., J. Carbohydrate Chemistry 1994, 13 (5): 767-775 en 768).

Se descubrié inesperadamente que el 6xido de calcio (CaO) y el agua se pueden hacer reaccionar con el material de
partida barato, la D-fructosa, para preparar la 1,2,3,5-tetra-O-protegidos-2-C-metil-B-D-ribofuranosa con
rendimientos del 30 al 40% mayores que los obtenidos anteriormente. Este procedimiento permite preparar grandes
cantidades de 2-C-metil-3-D-ribofuranosa que tiene grupos hidroxi protegidos, un intermedio importante de la
sintesis de nucledsidos biolégicamente activos y determinados compuestos de vitaminas. Una ventaja secundaria a
este descubrimiento son los ahorros de coste significativos en la fabricacion del producto, una consideracion
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especialmente importante cuando se prevé la sintesis industrial a gran escala. Por ejemplo, la 1,2,3,5-tetra-O-
benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa se prepara habitualmente a partir de la D-ribosa con el uso de la D-arabinosa
como material de partida. La sintesis de la D-arabinosa requiere al menos 5 etapas y la purificacion cromatografica.
Ademas, el coste por kilogramo de la D-arabinosa es de aproximadamente 250 veces el de la D-fructosa. Con el uso
del procedimiento mejorado de la presente invencion, sélo se necesitan 4 etapas y reactantes baratos para preparar
la 2-C-metil-ribosa con grupos protectores en las posiciones 1, 2, 3 y 5. Asi pues, el producto deseado se fabrica de
forma eficaz y a bajo coste sin que se necesiten purificaciones cromatograficas.

También fue sorprendente el hallazgo de que el CaO, cuando se utiliza como reactante inicial en el procedimiento,
hacia disminuir significativamente el tiempo que se necesitaba para formar la 2-C-metil-3-D-ribonolactona. Esto hizo
disminuir significativamente la duracion global de la sintesis en comparacion con el trabajo anterior de Kiliani y
Scheibler en el que se utilizoé de reactante el Ca(OH)s.

También se descubrié que el Red-Al, opcionalmente en etanol, como agente reductor, producia la 2,3,5-tri-O-bezoil-
1-hidroxi-2-C-metil-B-D-ribofuranosa que, al acilarse, daba esencialmente un Unico producto anomérico, lo que
permitié que la separacién fuera mas eficaz. Esto simplifica el aislamiento del producto final deseado.

Los aspectos de las ventajas de la presente invencién incluyen lo siguiente: la seleccion de la D-fructosa como
material de partida barato es econédmicamente favorable para preparar el analogo glucidico protegido final; el uso del
CaO incrementa el rendimiento del producto y disminuye el tiempo de reaccion para la produccion de la lactona; y la
reduccion con Red-Al genera una mezcla regioselectiva de los compuestos del producto anomeérico del cual se aisla
el producto final con facilidad mediante los procedimientos y equipo habituales. Otras ventajas incluyen el uso de
reactantes baratos ademas del reactante de partida econémico, un nimero minimo de etapas para manejar
compuestos intermedios en el procedimiento global, y que solo se necesiten los procedimientos y equipamiento
habituales bien conocidos por los expertos en la técnica en vez de etapas complicadas y aparatos caros.

La figura 4 es un esquema de otra realizacion de la presente invencion. Las ventajas halladas en este procedimiento
mejorado incluyen las siguientes. El uso de la citosina como material de partida en vez de la benzoil-citosina (figura
5) o del uracilo (figura 6) como se hallé en la técnica anterior mejora la «economia atémica» del procedimiento al
emplear un compuesto menos complejo y menos caro de masa molecular menor. Ademas, la presente invencion
necesita que se usen menos equivalentes de citosina, SnCls y BSA en comparacion con las etapas similares de los
procedimientos de la técnica anterior. Esta combinacién de reactantes y reactivos en cantidades equivalentes
menores que las utilizadas hasta ahora produce el beneficio doble de una reaccién que tarda en completarse menos
de 3 0 4 horas, y la producciéon del intermedio (2) con tal pureza que las etapas de purificacion y aislamiento
cromatografico adicionales se hacen innecesarias.

Resulté sorprendente hallar que el uso de NaOMe en MeOH en la etapa de desproteccién de la presente invencion
(figura 4, (5) — (6), retirada de los grupos benzoilo protectores) ofrece las ventajas de ser menos caro, mas seguro y
mas facil de utilizar en una sintesis a escala industrial en comparacion con el uso del amoniaco en el procedimiento
de la técnica anterior (figura 5, (5a) — (6)). Un beneficio afiadido es resultado de un tiempo de reacciéon mas corto: la
reaccion que utiliza metdxido de sodio tarda en completarse aproximadamente 1 hora en comparacion con 1-2 dias
para la misma reaccién con amoniaco. Ademas, un tratamiento simple en metanol o etanol, preferiblemente etanol,
genera (6) con una gran pureza en la presente invencion, con lo que se elimina una laboriosa y larga etapa de
purificacion cromatografica que es esencial para el procedimiento de la técnica anterior (véase la figura 5, (5a) —

(6)).

A pesar de ser mas simple, usar menos cantidad tener menor coste, e incrementar la seguridad de los reactantes y
reactivos utilizados, las primeras dos etapas del procedimiento de la presente invencién tienen un rendimiento del
producto combinado del 85% en comparacion con un rendimiento del producto del 24% observado en el
procedimiento de la técnica anterior mostrado en la figura 5. El rendimiento del producto se mantuvo en
aproximadamente 80+ % incluso aunque la carga de la reaccion se incrementara desde aproximadamente el 5% en
la técnica anterior a aproximadamente el 13% en la presente invencion para la etapa sensible de proteccion de la
formamidina que da a conocer (7) (figura 4, (6) — (7)).

Una simple mejora sobre la técnica anterior afecta de forma positiva a las siguientes dos etapas del procedimiento,
sililacion-proteccion y conjugacion BOC-éster, que generan, por ejemplo, (8) y (9). Primero, la pirimidina, mas cara y
dificil de retirar, que se utilizé como solvente de la reaccion en la técnica anterior (figura 5, (7) — (8)), se reemplaza
por diclorometano (figura 4, (7) — (8)). La sililacion en el diclorometano produce una modificaciéon indeseable por
3',5'-disililacion, lo que permite un mayor control sobre la formacion del subproducto disililado y la conversién de mas
del 99% de (7) en (8). Y ya que el diclorometano también se utiliza como solvente para la conjugacion con BOC-Val-
OH, no hay necesidad de aislar (8) antes de su conjugacion con BOC-Val-OH para generar (9). Un simple
procedimiento de extraccion permite recoger (8) antes de que se conjugue con BOC-Val-OH (comparese la figura 4,
(8) — (9) con la misma etapa en la técnica anterior, figura 5).

Ademas, el procedimiento de la técnica anterior empled N,N-dimetilformamida y acetonitrilo como solventes de la
reaccion de conjugacién de BOC-Val-OH (figura 5, (8) — (9a)). Ambos reactantes son caros, proporcionan una
proporcion de carga baja de aproximadamente el 3% en esta reaccion y la N,N-dimetilformamida en particular es
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dificil de retirar de la mezcla de reaccidon debido a su alto punto de ebullicion. Ademas, se requieren
aproximadamente 2 dias y un exceso de BOC-Val-OH, EDC y dimetilaminopiridina (DMAP) para que se complete la
reaccion. Este exceso de reactantes se necesitan para impulsar la terminaciéon de la reaccioén, pero su presencia
complica la purificacion del producto en las etapas posteriores del procedimiento. Ademas, el uso de un exceso de
DMAP favorece la racemizacion del resto aminoacidico del derivado con L-valina.

A diferencia de los procedimientos de la técnica anterior, el uso del diclorometano como solvente para la reaccién de
conjugacion en la presente invencion (figura 4, (8) — (9)) permite una proporcién de carga de aproximadamente el
11%, mientras que se utiliza aproximadamente la mitad de la cantidad de reactantes que la empleada en la técnica
anterior y que se produce una reaccion que tarda en completarse aproximadamente 4-6 horas. La disminucion del
tiempo de la reaccion y la cantidad controlada de DMAP utilizado en la presente invencion reduce la racemizacion
del resto aminoacidico del derivado con L-valina a menos del 0,2% en comparacién con la racemizacién de
aproximadamente el 6% que se halla en la técnica anterior. Tales niveles racémicos de tan solo el 0,2% se
encuentran dentro de un margen mas farmacéuticamente aceptable para los farmacos, porque se relacionan con la
mayor actividad asociada a un enantidmero en comparacion con su equivalente.

Para la posterior desproteccion de la 3-D-2'-C-metil-citidina esterificada se puede utilizar fluoruro de amonio (NH4F)
en metanol. El fluoruro de amonio (NH4F) en metanol es el mejor reactivo para la desproteccion del compuesto (a
saber, retirada de los grupos sililo y dimetilformamidina) en la reaccion de (9) para formar (10) (figura 4). El
procedimiento de la técnica anterior (figura 5, (9a) — (10)) emplea los mismos reactivos, pero utiliza 10 equivalentes
de fluoruro de amonio, una proporcion de carga de aproximadamente el 3%, y necesita una separacion
cromatografica para obtener (10) en comparacién con el uso de 4 equivalentes de fluoruro de amonio, una
proporcion de carga de aproximadamente el 10% y ausencia de separacion cromatografica (por innecesaria) en la
presente invencion. Un beneficio por utilizar menos fluoruro de amonio con aproximadamente 10 equivalentes
molares de acetato de etilo en esta etapa del procedimiento mejorado es que la hidrdlisis del BOC-éster (10) en la B-
D-2'-C-metil-citidina, también identificada como 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-
1H-pirimidin-2-ona (6), se mantiene en un minimo. Asi pues, el procedimiento de la presente invencion es ventajoso
en su uso eficaz de reactivos y en el incremento de las proporciones de carga.

Ademas, (10) se purifica con un simple tratamiento con EtOAc/TBME/H;0, lo que de nuevo elimina la necesidad de
la separacion y purificacion cromatograficas, y, en consecuencia, elimina otra etapa mas de la larga y laboriosa
purificacion cromatografica. El rendimiento porcentual de (10) puro tras las tres etapas de sililacion, conjugacion y
desproteccion es de aproximadamente el 60% al 99%.

En la etapa final del procedimiento mejorado (figura 4, (10) — (11)) se utiliza el etanol como solvente para
desproteger el derivado del éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina mediante la retirada del grupo BOC
protector, y la proporcion de carga se incrementa del 2% de la técnica anterior al 12% en el procedimiento presente.
El etanol del procedimiento mejorado reemplaza el acetato de etilo utilizado en la técnica anterior como mejor
solvente (figura 5, (10) — (11)), y este cambio da lugar al incremento de carga observado. La seleccion del etanol
como solvente y el incremento de las proporciones de carga dan lugar a un incremento del rendimiento de la
reaccion desde aproximadamente el 80% en el procedimiento de la técnica anterior a aproximadamente el 95% en la
presente invencion, y a evitar la contaminacion debido a la generacion de acido acético a partir del acetato de etilo.
El producto final, (11), se obtiene en una forma pura a > 98%, y la racemizacion de la L-valina se mantiene a menos
del 0,2%.

Asi pues, la sintesis mejorada global de la presente invencién para preparar un compuesto prototipico de éster 3'-O-
valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina (2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-
hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo), o una sal de hidrocloruro del mismo, da lugar a que el rendimiento
porcentual global mejore de aproximadamente el 26% y a que disminuya la duracién del ciclo de aproximadamente
el 80%. La disminucion de la duracién del ciclo se debe principalmente a la eliminacién de los procedimientos de
purificacién y separacion cromatografica costosos, laboriosos y largos. Otros factores importantes incluyen un
incremento de la carga que da lugar a que haya que utilizar menos lotes, y el uso de solventes y reactantes de facil
manipulacion. El uso de solventes y reactantes que son mas seguros y menos costosos proporcionan beneficios
adicionales al uso del procedimiento presente. No obstante, estos beneficios se podrian pasar por alto si el
rendimiento porcentual del producto fuera menor del dado a conocer por el procedimiento de la técnica anterior. Que
el procedimiento de la presente invencion haga incrementar el rendimiento en aproximadamente el 26% proporciona
el argumento culminante para su utilizacion.

Definiciones y reactantes alternativos

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la terminologia «esencialmente libre de enantiomero» o
«esencialmente sin enantiomero» se refiere a una composicién nucleosidica que incluye al menos del 95% al 98%
en peso, e incluso mas preferiblemente del 99% al 100% en peso, del enantidmero indicado para ese nucledsido. En
una realizacion preferida, en los procedimientos y en los compuestos de esta invencion, los compuestos estan
esencialmente libres de enantidmeros.

De igual forma, la terminologia «aislado» se refiere a una composicion nucleosidica que incluye al menos el 85% o

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2470771 T3

el 90% en peso, preferiblemente del 95% al 98% en peso, e incluso mas preferiblemente del 99% al 100% en peso,
del nucledsido, y lo demas comprende otras especies quimicas o enantibmeros.

La terminologia «ribonico-y-lactona» y «ribonolactona» se utilizan indistintamente a lo largo del texto, y se refieren al
compuesto denominado compuesto 1 de la figura 1, o a un derivado del mismo con un oxigeno protegido.

La terminologia «protegido», tal y como se utiliza en la presente memoria y a menos que se especifique de otra
manera, se refiere a un grupo que se afiade a un atomo de oxigeno, nitrégeno o fosforo para impedir su posterior
reaccion o con otros propositos. Los expertos en la técnica de la sintesis organica conocen bien una amplia gama de
grupos protectores de oxigeno, nitrogeno y fosforo.

Los ejemplos de grupos protectores adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos, benzoilo; grupos alquilo
sustituidos o sin sustituir, grupos arilo sustituidos o sin sustituir, grupos sililo sustituidos o sin sustituir; ésteres
aromaticos o alifaticos sustituidos o sin sustituir, tales como, por ejemplo, grupos aromaticos como benzoilo,
toluoilos (p. €j., p-toluoilo), nitrobenzoilo, clorobenzoilo; grupos éter tales como, por ejemplo, -C-O-aralquilo, -C-O-
alquilo o -C-O-arilo; y grupos alifaticos como grupos acilo o acetilo, que incluyen todo acilo aromatico o alifatico
sustituido o sin sustituir, -(C=0)-aralquilo, -(C=0)-alquilo o -(C=0)-arilo; en donde el resto aromatico o alifatico del
grupo acilo puede ser de cadena lineal o ramificada; todos los cuales ademas pueden estar de forma optativa
sustituidos por grupos no afectados por las reacciones que comprenden la sintesis mejorada (véase Greene et al.,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 2.2 edicion (1991)). Por ejemplo, en una realizacion
de la invencion, los grupos protectores estan sustituidos por grupos no afectados por el reductor escogido,
preferiblemente Red-Al. Para usar los éteres como grupos protectores, la atencion se dirige a la patente de los
EE.UU. 6.229.008 de Saischeck et al., incorporada en la presente memoria por referencia, en donde se describe que
el uso de un éter como grupo protector puede ofrecer ventajas significativas, en particular en la posiciéon 5' de un
pentofurandsido, para dar estabilidad frente a reactantes y condiciones del procedimiento. Esto ofrece una ventaja
final a la hora de la separacion, el aislamiento y la purificacion del producto deseado y, asi pues, sobre el
rendimiento porcentual del producto.

Los grupos protectores de los hidroxilos de los aztcares pueden ser, como ejemplos no limitantes, sililo, benzoilo, p-
toluoilo, p-nitrobenzoilo, p-clorobenzoilo, acilo, acetilo, -(C=0)-alquilo y -(C=0)-arilo, todos los cuales pueden estar
sustituidos o sin sustituir con uno o mas grupos que no se vean afectados por el agente reductor seleccionado. En
una realizacion, el grupo protector de hidroxilos de azicares es el benzoilo. Los grupos protectores de aminoacidos
son preferiblemente BOC (butoxicarbonilo), -(C=0)-aralquilo, -(C=0)-alquilo o -(C=0)-arilo. En una realizacién de la
invencion, el grupo protector de aminoacidos es el BOC (butoxicarbonilo).

A lo largo de esta solicitud, la terminologia «sustituido» significa un nivel de sustitucion Unico o multiple por uno o
mas sustituyentes concretos. Cuando se describe o reivindica un Unico sustituyente, el compuesto puede estar
sustituido una o mas veces con ese sustituyente. Cuando se describen o reivindican varios sustituyentes, el
compuesto sustituido puede estar sustituido de forma independiente por uno o mas de los restos de sustituyentes
descritos o reivindicados, Unicamente o pluralmente.

La terminologia «alquilo», tal y como se utiliza en la presente memoria y a menos que se especifique de otra
manera, se refiere a un hidrocarburo saturado, de cadena lineal, ramificado o ciclico, primario, secundario o terciario
tipicamente de Cq a Cqo, ¥ en concreto incluye metilo, trifluorometilo, etilo, propilo, isopropilo, ciclopropilo, butilo,
isobutilo, t-butilo, pentilo, ciclopentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo, isohexilo, ciclohexilo, ciclohexilmetilo, metilpentilo
y dimetilbutilo. La terminologia incluye tanto grupos alquilo sustituidos como sin sustituir. Los restos con los cuales el
grupo alquilo puede estar sustituido en una o mas posiciones se seleccionan del grupo que consiste en halo (entre
ellos, fluor, cloro, bromo o yodo), hidroxilo (p. ej., CH,OH), amino (p. €j., CH2NHz, CH.NHCH3 o CH2N(CHs)),
alquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, azido (p. ej., CH2N3), ciano (CH2CN), acido sulfonico, sulfato, acido
fosfonico, fosfato o fosfonato, cualquiera de cuales, o todos, pueden estar sin proteger o protegidos adicionalmente
cuando sea necesario, como conocen los expertos en la técnica y como se ensefia, por ejemplo, en Greene et al.,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 2.2 edicién (1991).

La terminologia «alquilamino» y «arilamino» incluye un grupo amino que tiene uno o mas sustituyentes alquilo o
arilo, respectivamente.

La terminologia «alcarilo» y «alquilarilo» incluye un grupo alquilo con un sustituyente arilo. La terminologia
«aralquilo» y «arilalquilo» se refiere a un grupo arilo con un sustituyente alquilo.

La terminologia «halo» incluye cloro, bromo, yodo y fltor.

La terminologia «arilo», tal y como se utiliza en la presente memoria, y a menos que se especifique otra cosa, se
refiere a fenilo, bifenilo o naftilo. La terminologia incluye tanto restos sustituidos como sin sustituir. El grupo arilo
puede estar sustituido con uno o mas restos, entre ellos, pero sin limitarse a ellos, hidroxilo, amino, alquilamino,
arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, acido sulfénico, sulfato, acido fosfénico, fosfato o fosfonato, cualquiera de los
cuales, o todos, pueden estar sin proteger o protegidos adicionalmente cuando sea necesario, como conocen los
expertos en la técnica y como se ensefia, por ejemplo, en Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis,
John Wiley and Sons, 2.2 edicién (1991).
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La terminologia «acilo» incluye un -C(=0)-R en donde el resto R no carbonilico es, por ejemplo, alquilo o alquilo
inferior lineal, ramificado o ciclico, alcoxialquilo que incluye metoximetilo, aralquilo que incluye bencilo, ariloxialquilo
tal como fenoximetilo, arilo que incluye fenilo opcionalmente sustituido con halégeno, alquilo(C+-C4), 0 alcoxi(C1-Ca),
ésteres de sulfonato tales como alquil- o aralquil-sulfonilo que incluye metanosulfonilo, el éster de mono-, di- o
trifosfato, tritlo o monometoxitritilo, bencilo sustituido, trialquilsililo tal como, por ejemplo, dimetil-t-butilsililo, o
difenilmetilsililo. Los grupos de arilo en los ésteres comprenden de manera 6ptima un grupo fenilo. La terminologia
«acilo inferior» se refiere a un grupo acilo en el que el resto no carbonilo es un alquilo inferior.

La terminologia «acido carboxilico» y «éster de acido carboxilico» incluye las estructuras RC(=0)OH y RC(=0)O-R',
respectivamente. Aqui, el resto no carbonilico, tanto si es R como R', es, por ejemplo, alquilo o alquilo inferior lineal,
ramificado o ciclico, alcoxialquilo que incluye metoximetilo, aralquilo que incluye bencilo, ariloxialquilo tal como
fenoximetilo, arilo que incluye fenilo opcionalmente sustituido con halégeno, alquilo(C+-C.) o alcoxi(C+-Cs). También
se pretende que se incluyan aqui los ésteres de sulfonato tales como alquil- o aralquil-sulfonilo que incluye
metanosulfonilo, el éster mono-, di- o trifosfato, tritilo o0 monometoxitritilo, bencilo sustituido, trialquilsililo tal como, por
ejemplo, dimetil-t-butilsililo, o difenilmetilsililo. Los grupos arilo en los ésteres comprenden 6ptimamente un grupo
fenilo. En todos los casos, Ry R' pueden ser el mismo sustituyente o pueden ser sustituyentes diferentes.

La terminologia amino incluye aminoacidos a, B, y o ® que se producen de forma natural y sintética, e incluye, pero
sin limitarse a ellos, los aminoacidos encontrados en las proteinas, a saber, glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano, prolina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina,
aspartato, glutamato, lisina, arginina e histidina. En una realizaciéon preferida, el aminoacido se encuentra en la
configuracion L. En otra realizacion preferida, el aminoacido es L-valinilo. Otra opcion es que el aminoacido puede
ser un derivado de alanilo, valinilo, leucinilo, isoleucinilo, prolinilo, fenilalaninilo, triptofanilo, metioninilo, glicinilo,
serinilo, treoninilo, cisteinilo, tirosinilo, asparaginilo, glutaminilo, aspartoilo, glutaroilo, lisinilo, argininilo, histidinilo, -
alanilo, B-valinilo, B-leucinilo, B-isoleucinilo, B-prolinilo, B-fenilalaninilo, B-triptofanilo, B-metioninilo, B-glicinilo, B-
serinilo, B-treoninilo, B-cisteinilo, B-tirosinilo, B-asparaginilo, B-glutaminilo, B-aspartoilo, B-glutaroilo, B-lisinilo, B-
argininilo o B-histidinilo.

La terminologia «aminoacido no natural» se refiere a un acido carboxilico que tiene un grupo amino terminal, pero
que no se encuentra en la naturaleza. La terminologia pretende abarcar tanto los aminoacido D como los L, y
cualquier forma tautomérica o estereoisomérica de los mismos.

La terminologia de la base del nucledsido incluye una base purica o pirimidinica. Los ejemplos de bases de purina o
de pirimidina incluyen, pero sin limitarse a ellos, adenina, N6-alquilpurinas, N6-acilpurinas (en donde el acilo es
C(O)(alquilo, arilo, alquilarilo o arilalquilo)), N6-bencilpurina, N6-halopurina, N6-vinilpurina, N6-purina acetilénica, N°-
acilpurina, I\I6-hidroxialquilpurina, I\%—tioalquilpurina, Nz-alquilpurinas, N2-alquil-6-tiopurinas, timina, citosina, 5-
fluorocitosina, 5-metilcitosina, 6-azapirimidina, que incluye 6-azacitosina, 2- y/o 4-mercaptopirimidina, uracilo, 5-
halouracilo, entre ellos 5-fluorouracilo, C5-alquilpirimidinas, C5-bencilpirimidinas, C5-halopirimidinas, c>-
vinilpirimidina, C5-pirimidina acetilénica, C5-acilpirimidina, C5-hidroxialquilpurina, C5-amidopirimidina, c*-
cianopirimidina, C5-nitropirimidina, C5-aminopirimidina, Nz-alquilpurinas, N2-alquil-6-tiopurinas, 5-azacitidinilo, 5-
azauracililo, triazolopiridinilo, imidazolopiridinilo, pirrolopirimidinilo y pirazolo-pirimidinilo. Las bases purinicas
incluyen, pero sin limitarse a ellas, guanina, adenina, hipoxantina, 2,6-diaminopurina y 6-cloropurina. Los grupos
funcionales de oxigeno y nitrdgeno de la base se pueden proteger cuando sea necesario o se desee. Los grupos
protectores adecuados los conocen bien lo expertos en la técnica, e incluyen trimetilsililo, dimetilhexilsililo, t-
butildimetilsililo y ¢-butildifenilsililo, tritilo, grupos alquilo y grupos acilo tales como acetilo y propionilo, metanosulfonilo
y p-toluenosulfonilo. Alternativamente, la base de purina o de pirimidina puede estar opcionalmente sustituida de tal
manera que forme un profarmaco viable, el cual se puede escindir in vivo. Los ejemplos de sustituyentes adecuados
incluyen el resto acilo, una amina o ciclopropilo (p. €j., 2-amino, 2,6-diamino o ciclopropil guanosina).

Otros reactantes utilizados en el procedimiento de la presente invencién o de la técnica anterior se definen como:
BSA (bis(trimetilsilillacetamida), TMSCI es clorotrimetilsilano; TFAA es anhidrido trifluroacético; TBDPSCI es cloruro
de tert-butildifenilsililo; TBDMSCI es cloruro de tert-butildimetilsililo; y DCM es diclorometano.

El procedimiento de la presente invencion no se limita al uso del nucledsido, del éster aminoacidico protegido y de
los reactantes ejemplificados. Se pueden utilizar reactantes alternativos adecuados para la presente invencion en
lugar de los ofrecidos anteriormente. Por ejemplo, la TEA (trietilamina) se puede reemplazar por cualquier otra amina
adecuada, entre ellas, pero sin limitarse a ellas, diisopropiletilamina, N-etilmorfolina o cualquier amina alifatica
terciaria; el DME (1,2-dimetoxietano) se puede reemplazar por cualquier solvente aprético polar adecuado, tal como
el THF (tetrahidrofurano) o cualquier éter; y el Red-Al/EtOH (hidruro de sodio y bis[2-metoxietoxi]-aluminio/etanol) en
tolueno se puede reemplazar por NaHTe, Sml,, H + catalizador de Pd-fosfina, o LiAl (O'Bu)sH (hidruro de litio y tri-
tert-butoxialuminio), todos los cuales producen reducciones quimioselectivas o regioselectivas, pero no por LiAlHa,
que da lugar a un diol de cadena abierta. Los lavados de la suspension viscosa del producto con THF justo antes y
después de anadir el MgSO4 se pueden reemplazar por lavados en acetona. De hecho, para los procedimientos de
escalamiento, la acetona es el solvente preferido.

Ademas, la DMF (dimetilformamida) se puede reemplazar por cualquier solvente polar tal como, por ejemplo, DMSO
(dimetilsulféxido), aunque la DMF es la preferida por ser facil su manipulacion y su eliminacion desde la mezcla de
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reaccion. EI EDC (hidrocloruro de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil-carbodiimida); también denominado DEC) se
puede reemplazar por cualquier reactante que permita la conjugacion, que incluye, pero sin limitarse a ellos, CDI
(carbonildiimidazol), el reactivo BOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)-fosfonio), o los
reactantes de conjugacion similares a los que conocen los expertos en la técnica. Aunque se prefiere el SnCly, se
puede utilizar cualquier acido de Lewis en su lugar. El acido de Lewis incluye, pero sin limitarse a ellos, SnCls, BF3,
AICls, TiCly, TiCls, FeCls, SnCl, y cualquier mezcla de los mismos. En una realizacion, el acido de Lewis es el SnCls.
Cualquier solvente organico tal como, por ejemplo, tolueno, puede reemplazar al acetonitrilo. Cualquier agente
activador, por ejemplo, un sililante, se puede utilizar para activar la base nucleosidica para la conjugacion. El HMDS
(hexametildisilazano), el TMSCI o el TBDPSCI, por ejemplo, se pueden utilizar en lugar de la BSA
(bis(trimetilsilillacetamida). EI amoniaco es un reactante alternativo para ser usado en lugar del metoxido de sodio
en metanol, y cualquier solvente polar tal como el DMSO puede reemplazar a la DMF. Muchos otros reactantes de
sililacion pueden reemplazar al TBDPSCI, cualquier sal de flior puede reemplazar al NH4F y otros acidos tales como
el TFA puede reemplazar al HCI.

Descripcion detallada de las etapas del procedimiento

Preparacioén de la ribonolactona
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OH 0 o
} e S

o™ N \ LacCH;
H o po® “op?
OH

D-fructosa (1

La ribonolactona puede prepararse mediante cualquier medio publicado o sin publicar, entre ellos las técnicas de
sustitucion y oxidacion estandares. En una realizacion del procedimiento para la sintesis de la ribonolactona, se
sintetiza a través de la D-fructosa mediante el protocolo que viene a continuacion.

La ribonolactona puede prepararse al hacer reaccionar la D-fructosa con el oxido de calcio (CaO). La D-fructosa
puede hacerse reaccionar con el CaO en cualquier proporcion molar que permita que prosiga la reaccion a una
velocidad aceptable sin un exceso de productos secundarios, preferiblemente a una proporcién molar de 5:1, e
incluso mas preferiblemente a una proporcion molar de 3:1, y lo mas preferiblemente a una proporciéon molar de
2,3:1,3 para la D-fructosa. El CaO puede afadirse a cualquier velocidad que permita que la reaccién prosiga a una
velocidad aceptable sin generar un exceso de calor ni un exceso de productos secundarios. En una realizacion, el
CaO se afade incrementalmente durante un periodo de 5 minutos a temperatura ambiente. Se puede dejar que la
reaccion prosiga hasta que se consuma una cantidad sustancial de la D-fructosa, p. €j., durante 6-22 horas, en la
que el progreso de la reaccién se puede supervisar, por ejemplo, con la toma peridédica de alicuotas para el analisis
por TLC.

Esta reaccion se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que permita que prosiga la reaccién a una velocidad
aceptable sin favorecer la descomposicion ni el exceso de productos secundarios. La temperatura preferida es
desde la temperatura ambiental a aproximadamente 23-40 °C.

Se puede utilizar un precipitante para retirar el calcio de la soluciéon. En una realizacién, el CO, y un acido que es
mas fuerte que el acido ribénico, y en una realizacion preferida, un acido organico, se afiaden a la mezcla de
reaccion para formar carbonato de calcio. Los acidos organicos adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos; acido
oxalico, acido malénico, acido succinico, acido glutarico, acido adipico, acido subérico, acido sebacico, acido
azelaico, acido maleico, acido acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido acrilico, acido metacrilico, acido
butirico, acido pentanoico, acido hexanoico o acido hexanoico.

Por lo tanto, en una realizacion de la presente invencion, el CO; puede burbujearse a través de la mezcla al concluir
el tiempo de reaccién durante una cantidad adecuada de tiempo para disminuir el pH desde un valor basico a neutro,
p. €j., aproximadamente 2-3 horas. Todo CaCO3; que se forme como resultado de la etapa de neutralizacion se
puede retirar, por ejemplo, mediante filtracion al vacio.

A continuacion, las capas acuosas se pueden tratar con un acido, tal como un acido organico, que es mas fuerte que
el acido ribonico, por ejemplo el acido oxalico, a cualquier proporcion molar que permita que prosiga la reaccion a
una velocidad aceptable sin un exceso de productos secundarios. En una realizacion, el acido, tal como el acido
oxalico, se aflade a una proporcién molar de 1:2 con la D-fructosa.
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La reaccion se puede dejar que prosiga hasta que precipite una cantidad sustancial de calcio a cualquier
temperatura que permita que el calcio precipite desde la solucién a una velocidad aceptable sin favorecer la
descomposicion ni la formacion de un exceso de productos secundarios. Por ejemplo, la solucion se puede agitar
hasta que aparezca una suspension viscosa blanca, por ejemplo, en torno a 30 minutos, a aproximadamente la
temperatura ambiental o en torno a 25 °C. A continuacion, esta suspension viscosa se puede agitar durante una
noche, por ejemplo, a 45-50 °C.

Después de terminar, la solucion se puede evaporar, por ejemplo a baja presion, para retirar la mayor parte del agua
mientras siga quedando una mezcla acuosa. El producto se puede aislar de la mezcla acuosa mediante cualquier
medio conocido en la técnica. Por ejemplo, el NaCl y un solvente organico, tal como el THF, se puede afiadir a la
suspension viscosa a la temperatura ambiental y se puede agitar, por ejemplo, durante aproximadamente 30
minutos. Las capas resultantes se pueden separar, y la capa acuosa se afade a solvente nuevo, tal como el THF, y
se agita, por ejemplo, durante 10 minutos mas. El procedimiento de afiadir solvente, agitar y separar la capa acuosa
resultante se puede repetir tantas veces como sea necesario, por ejemplo, repetirse en torno a 3 veces. Finalmente,
las soluciones organicas se pueden combinar y agitar con un desecante, tal como MgSO,4 anhidro, por ejemplo
durante 30 minutos, luego se pueden filtrar, y se pueden lavar con mas solvente, tal como el THF. El filtrado se
puede evaporar, por ejemplo a baja presion, a aproximadamente 40 °C, y el producto bruto se puede recoger, por
ejemplo, como un semisélido naranja oscuro.

Opcionalmente, para purificar el producto se afiade un segundo solvente, tal como acetona, al producto bruto y la
mezcla se agita, por ejemplo, a 20 °C durante 3 horas. Se puede recoger un producto blanco de ribonolactona
cristalina, por ejemplo, mediante filtrado al vacio, se puede lavar con el segundo solvente, tal como acetona, y se
puede secar al vacio (véase la figura 1, compuesto 1).

El rendimiento del producto de esta reaccion puede ser aproximadamente del 13,6%, un incremento de casi el 4%
por encima del rendimiento del producto hallado en la técnica anterior.

A continuacién, los grupos hidroxilo libres de la ribonolactona se pueden proteger selectivamente con un grupo
protector adecuado, preferiblemente con un grupo acilo o sililo, mediante los procedimientos bien conocidos por los
expertos en la técnica, segun se ensefia en Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and
Sons, segunda edicion, 1991. Por ejemplo, el cloro-t-butil-difenilsilano se puede hacer reaccionar con la
ribonolactona a la temperatura ambiente en piridina anhidra. Otra posibilidad es que un cloruro de acilo, tal como el
cloruro de benzoilo, se puede hacer reaccionar con la ribonolactona, opcionalmente en presencia de una base, en
las condiciones de reflujo en DME.

Por ejemplo, la ribonolactona producida se puede mezclar con una base, por ejemplo la DMAP, a cualquier
proporcién molar que permita que prosiga la reaccion a una velocidad aceptable sin un exceso de productos
secundarios. En una realizacion, la proporcion molar de ribonolactona:base (tal como la DMAP) es
aproximadamente 5:1. La reaccion se puede favorecer opcionalmente con el uso de una base adicional, tal como la
TEA, a cualquier proporcion molar que permita que la reaccion prosiga a una velocidad aceptable sin un exceso de
productos secundarios. En una realizacién de la invencion, la base adicional (tal como la TEA) se utiliza en exceso.
Transcurrido un tiempo suficiente, se afiade un cloruro de acilo, tal como el cloruro de benzoilo, a cualquier
proporcion molar que permita que la reaccion prosiga a una velocidad aceptable sin un exceso de productos
secundarios, por ejemplo, a una proporcién aproximada de 5:1 con ribonolactona.

La ribonolactona se puede preparar en cualquier solvente que sea adecuado para la temperatura y la solubilidad de
los reactantes. Los solventes pueden consistir en cualquier solvente aprético que incluye, pero sin limitarse a ellos,
solventes alquilicos tales como hexano y ciclohexano, tolueno, acetona, acetato de etilo, ditianos, THF, dioxano,
acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, éter dietilico, piridina, dimetilformamida (DMF), DME, dimetilsulféxido
(DMSO), dimetilacetamida o cualquier combinacion de los mismos, aunque preferiblemente el DME.

Esta reaccion se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que permita que la reaccién prosiga a una velocidad
aceptable sin favorecer la descomposicion ni un exceso de productos secundarios. La temperatura preferida es
desde la temperatura ambiente a unos 5 °C.

A continuacién se puede afiadir agua helada a la mezcla de reaccion, tras lo cual se recoge el producto bruto, se
agita con un solvente adecuado, tal como éter tert-butil metilico, se filtra, lava y se seca, por ejemplo, al vacio.

Con el proposito de comparar, el procedimiento de Kiliani de la técnica anterior para preparar la ribonolactona se
ofrece en la figura 2. Una explicacion detallada del procedimiento de Kiliani segin se describe Sowden en Adv. In
Carbohydrate Chem. 1957, 12: 43 indica que el Ca(OH); se afiade una vez y de nuevo 14 dias después, tras lo cual
la mezcla se deja reposar agitandola de vez en cuando durante 1-2 meses. Después se filtra la mezcla, y el filirado
se satura con CO,. A continuacién, se precipitan los iones de calcio mediante la adicion de una cantidad equivalente
exacta de acido oxalico, se filtra la solucién, se concentra para formar un jarabe y el jarabe se deja cristalizar en
condiciones de frio durante otros pocos dias. Finalmente, el agua madre se separa de los cristales, y los cristales se
disuelven y retrocristalizan desde el agua.
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Reduccion de la ribonolactona protegida
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La 2-C-metil-D-ribono-y-lactona opcionalmente protegida que se obtiene en la etapa anterior se puede reducir con
cualquier agente reductor adecuado a cualquier proporcién molar que permita que la reaccién prosiga a una
velocidad aceptable sin un exceso de productos secundarios. Los agentes reductores adecuados incluyen, pero sin
limitarse a ellos, Red-Al/EtOH (hidruro de sodio y bis[2-metoxietoxi]-aluminio/etanol), NaHTe, Sml,, H» + catalizador
de Pd-fosfina, o LiAl (O'Bu)sH (hidruro de tri-tert-butoxialuminio y litio), los cuales producen reducciones
quimioselectivas y regioselectivas. En una realizacion de la invencion, el agente reductor es Red-Al/etanol. Por
ejemplo, puede afiadirse una solucion de Red-Al a una solucidon de 2-C-metil-D-ribono-y-lactona opcionalmente
protegida a una proporcion molar de Red-Al a 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribénico-y-lactona de aproximadamente
2:1.

Resulta interesante que se hallara que determinados reactantes funcionan peor o dan lugar a una mezcla de
especies deseadas e indeseadas del producto cuando se utiliza en el procedimiento de la presente invencién. Por
ejemplo, cuando el Red-Al en etanol se reemplaza por LiAl(O'-Bu)sH, el Gltimo reductor enlentece la reaccién y da
lugar a la formacioén de varios productos indeseados. Asi mismo, el 9-borabiciclo-[3.3.1]-nonano, 9-BBN, y el hidruro
de diisobutilaluminio, DIBALH, no producen ninguna reaccion o sélo cantidades de traza del producto deseado.

Esta reaccion se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que permita que la reaccién prosiga a una velocidad
aceptable sin favorecer la descomposicion ni el exceso de productos secundarios. La temperatura preferida es de
aproximadamente 0 °C a -5 °C.

La ribofuranosa se puede preparar en cualquier solvente que sea adecuado para la temperatura y la solubilidad de
los reactantes. Los solventes pueden constar de cualquier solvente organico entre ellos, pero sin limitarse a ellos,
solventes alquilicos tales como pentano, hexano y ciclohexano, tolueno, acetona, acetato de etilo, ditianos, THF,
dioxano, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, éter dietilico, piridina, dimetilformamida (DMF), DME,
dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida, solventes alcohdlicos tales como metanol, etanol, propanol, isopropanol,
butanol, pentanol y octanol, o cualquier combinaciéon de los mismos, aunque preferiblemente en una solucién de
tolueno anhidro y etanol anhidro.

La reaccion se puede parar con una fuente de protones adecuada, tal como acetona, agua y HCl a 1 N. La mezcla
puede extraerse con un solvente organico, tal como acetato de etilo, lavarse con solucién salina, secarse y retirar el
solvente, por ejemplo, a presion a aproximadamente 40 °C.

El grupo hidroxilo libre de la ribofuranosa puede protegerse luego de forma selectiva con un grupo protector
adecuado, preferiblemente con un grupo acilo o sililo, mediante los procedimientos bien conocidos por los expertos
en la técnica, como se ensefa en Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons,
segunda edicion, 1991. Por ejemplo, el cloro-t-butildifenilsilano puede hacerse reaccionar con la ribofuranosa a la
temperatura ambiente en piridina anhidra. Otra posibilidad es que un cloruro de acilo, tal como el cloruro de
benzoilo, se pueda hacer reaccionar con la ribofuranosa, opcionalmente en presencia de una base, en condiciones
de reflujo en DME.

La figura 3 es un ejemplo de un procedimiento alternativo descrito por Harry-O'Kuru et al., J. Org. Chem., (1997), 62
(6): 1754-59. Este procedimiento carece de un intermedio de lactona, pero se utiliza para obtener un producto
idéntico al de la presente invencioén. El procedimiento de Harry-O'Kuru utilizé D-arabinosa o D-ribosa con todos sus
grupos hidroxi protegidos, excepto el que esta en C2, antes de la formacion de la cetona (figura 3). El aztcar
protegido se hizo reaccionar con el reactivo de peryodinano de Dess-Martin en CH2Cl, y MgSOg4 para generar la 2,4,-
di-O-benzoil-5-metil-O-benzoil-dihidrofuran-3-ona, que posteriormente se redujo con MeTiCl;, MeMgBr/TiCls (o
RCeCl, en donde R es el sustituyente deseado para el C2 de la ribosa). La reaccién de los compuestos (3) y (4a)
con BzCI/DMAP/Et3N genera el producto final (4b), el 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-3-R-ribofuranésido. Se observd que en
la primera etapa se forma una cantidad significativa de un hidrato del producto deseado y esto requiere que se haga
reaccionar durante una noche con un exceso de MgSQO4 para preparar un producto cetonico esencialmente seco.
Ademas, se apreciara que una mezcla de los deseados 2-alquil-ribofuranésido protegido con benzoilo en las
posiciones 1, 3 y 5, y sus isdmeros a y B transesterificados de ribofurandsidos protegidos con benzoilo en las
posiciones 2, 3 y 5, es el resultado de hacer reaccionar la 2-cetona intermedia clave con un reactante de
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organotitanio en este procedimiento. Aunque fue intrascendente para los autores porque los tres productos eran
Utiles para sus propdsitos, este aspecto de la sintesis requeriria una etapa de separacion adicional para cualquiera
que tenga interés solo en un unico isémero (J. Org. Chem., 1997, 62 (6): 1754-9, en 1755). Se pueden utilizar la D-
ribosa o bien la D-arabinosa como material de partida para este procedimiento, pero los aspectos econémicos tienen
mucha importancia cuando se utiliza la D-arabinosa, ya que cuesta aproximadamente 250 veces mas que la D-
fructosa.

El procedimiento de la técnica anterior de la figura 3 difiere de la presente invencién en que todos los grupos hidroxi
de la D-arabinosa o de la D-ribosa, excepto el de C2, estan protegidos antes de la formaciéon de la cetona. A
continuacién se forma una cetona en C2 en el compuesto de partida al hacerlo reaccionar con el reactante
peryodinano de Dess-Martin (véase la figura 3, compuesto 3) y, posteriormente, se reduce con MeTiCl; o RCeCly, en
donde R es el segundo sustituyente deseado para el C2 de la ribosa (véase la figura 3, compuestos 3 y 4). El
producto final, el 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-alquil-ribofuranésido, se produce con un rendimiento de aproximadamente
el 70%.

En comparacion, el procedimiento mas eficaz de la presente invencién hace posible la formacién de la lactona en el
C1 de la ribofuranosa, la proteccion de los grupos hidroxi disponibles en C2, C3 y C5 de la ribofuranosa, y la
reduccion de la lactona con Red-Al, opcionalmente en etanol, lo que produce los productos anoméricos facilmente
separables y regioselectivos, seguido por la proteccion del unico grupo hidroxi libre restante en el C1 de la
ribofuranosa.

Condensacion de la ribofuranosa con la citosina activada

NH,
S
NH, | /‘L
. I \“N Plo N (o]
! .
P'o o /J\ H;C
op* H 0 O
\___ [ mcH, >
. PO op® : Op? oP®
aw ' ™

La 2-C-metil-D-ribofuranosa opcionalmente protegida, que se obtiene de las etapas anteriores o bien por cualquier
otro medio conocido en la técnica, se puede conjugar con una base nucleosidica mediante cualquier procedimiento
conocido en la técnica, que incluye las técnicas de conjugacion estandares que utilizan bases activadas.

Una realizacion de la presente invencion incluye el procedimiento para la sintesis de la B-D-2'-C-metil-citidina
mediante el protocolo que se describe a continuacion.

La B-D-2'-C-metil-citidina se puede preparar al hacer reaccionar la 2-C-metil-D-ribonofuranosa con una citosina
activada que esta sin proteger (esto es, sin benzoilar), tal como una citosina activada con un agente de activacion,
tal como un sililante, que incluye, pero sin limitarse a ellos, BSA ((N,O-bis(trimetilsilil)acetamida), HMDS, TMSCI o
TBDPSCI. En una realizacion, el sililante es la BSA.

La reaccioén se puede llevar a cabo opcionalmente en presencia de un acido de Lewis, tal como el SnCl4, a cualquier
proporcion molar que permita que la reaccion prosiga a una velocidad aceptable sin un exceso de productos
secundarios. Los acidos de Lewis adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos, SnCls, BF3, AICI3, TiCly, TiCls,
FeCls, SnCl; y cualquier mezcla de los mismos. En una realizacion, el acido de Lewis es el SnCls.

La B-D-2'-C-metil-citidina se puede preparar en cualquier solvente que sea adecuado para la temperatura y la
solubilidad de los reactantes. Los solventes pueden consistir en cualquier solvente aprotico que incluye, pero sin
limitarse a ellos, solventes alquilicos tales como hexano y ciclohexano, tolueno, acetona, acetato de etilo, ditianos,
THF, dioxano, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, éter dietilico, piridina, dimetilformamida (DMF),
dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilacetamida o cualquier combinacion de los mismos, aunque preferiblemente
acetonitrilo.

Esta reaccion se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que permita que la reaccién prosiga a una velocidad
aceptable sin favorecer la descomposicion ni un exceso de productos secundarios. La temperatura preferida es de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 80 °C.
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Posteriormente, el nucledsido se puede desproteger mediante los procedimientos bien conocidos por los expertos en
la técnica, como se ensefia en Greene et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, segunda
edicién, 1991. Por ejemplo, los restos hidroxilo protegidos con benzoilo se pueden desproteger con NaOMe en
MeOH a aproximadamente la temperatura ambiental.

El procedimiento de la técnica anterior de la figura 5 comprendia hacer reaccionar benzoil-citosina, BSA y
SnCl4/acetonitrilo con la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa (4) para formar la 4-benzoilamino-1-(3,4-
dibenzoiloxi-5-benzoiloximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 1H-pirimidin-2-ona (5a); hacer reaccionar (5a) con NHs en
metanol y separar cromatograficamente el producto, la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-
furan-2-il)- 1H-pirimidin-2-ona (6), también conocido como [(-D-2'-C-metil-citidina; hacer reaccionar (6) con
Me2:NCH(OMe), en DMF a la temperatura ambiental durante 1,5 horas para formar la N-[1-(3,4-dihidroxi-5-
hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il]- N, N-dimetil-formamidina (7); hacer
reaccionar (7) con TBDPSCI y piridina a la temperatura ambiente durante 6 horas para generar la N'-{1-[5-(tert-butil-
difenil-silaniloximetil)-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidro-furan-2-il]-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-dimetil -
formamidina (8); hacer reaccionar (8) con N-Boc-L-valina, DEC y DMAP en THF/DMF a temperatura ambiente
durante 2 dias y someter el producto formado a partir de esta reaccion a HPLC para generar el 2-tert-
butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(fert-butil-difenil-silaniloxi-metil)-5-[4-(dimetilaminometilenamino)-2-oxo-2H-
pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (9a); someter a reflujo (9a) con NHsF en MeOH durante
aproximadamente 3 horas para retirar los grupos sililo y protectores de amino, y someter el producto a la purificacion
cromatografica para generar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-
hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (10); y, finalmente, hacer reaccionar (10) con HCl en EtOAc a
temperatura ambiente para generar la sal de dihidrocloruro de 2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-
pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo, (11) como producto final.

La figura 6 se incluye aqui como ilustracion de una via alternativa conocida en la técnica anterior para preparar la 8-
D-2'-C-metil-citidina (6). Este procedimiento de la técnica anterior empleaba uracilo como material de partida y
comprendia hacer reaccionar el uracilo y la BSA en acetonitriio con la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-
ribofuranosa (4) durante aproximadamente 30 minutos, afiadir el acido de Lewis, SnCls, en acetonitrilo, someter a
reflujo la solucion resultante durante aproximadamente 4 horas, y separar por cromatografia el producto, la 1-(3,4-
dibenzoiloxi-5-benzoiloximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 1H-pirimidin-2,4-diona (12); hacer reaccionar (12) con
NaOMe en metanol durante aproximadamente 4,5 horas para retirar los grupos benzoilo protectores, a continuacion
aislar y cristalizar el producto, la 1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)- 1H-pirimidin-2,4-diona
(13), también conocida como B-D-2'-C-metil-uridina; y, finalmente, hacer reaccionar (13) de forma secuencial con
TMSCI y N-metilpirrolidina en CH3CN durante aproximadamente 3,5 horas, enfriar y afiadir anhidrido trifluoroacético
(TFAA) durante unos 30 minutos, afadir 4-nitrofenol a 0 °C y agitar durante aproximadamente 3 horas, anadir
NH4OH en dioxano con calentamiento a 50 °C durante una noche, y separar el producto final, la p-D-2'-C-metil-
citidina (6), mediante procedimientos cromatograficos y cristalizacion.

Esterificacion de la B-D-2'-C-metil-citidina

La B-D-2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida que se obtiene de las etapas anteriores o bien por cualquier otro
medio conocido en la técnica se puede esterificar por cualquier medio conocido en la técnica.

Una realizacion de la presente invencion incluye el procedimiento para la sintesis del 3'-éster de la 3-D-2'-C-metil-
citidina, y en particular el éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina, mediante el protocolo que viene a
continuacion.

El éster en 3' de la B-D-2'-C-metil-citidina se puede preparar mediante la proteccién optativa de la amina de la 3-D-
2'-C-metil-citidina mediante cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo, como se ensefia en Greene et al.,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, segunda edicion, 1991. En una realizacion de la
presente invencion, la B-D-2'-C-metil-citidina se puede hacer reaccionar con Me;NCH(OMe), en DMF para formar la
N-[1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo- 1,2-dihidro-pirimidin-4-il]-N, N-dimetilformamidina.

En una realizacion particular, el compuesto se puede proteger adicionalmente con TBDPSCI e imidazol para generar
el compuesto protegido en 5' con sililo, la N'-{1-[5-(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidrofuran-
2-il]-2-oxo0-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N,N-dimetil-formamidina en cualquier solvente que sea adecuado para la
temperatura y la solubilidad de los reactantes. Los solventes pueden consistir en cualquier solvente aprotico que
incluye, pero sin limitarse a ellos, solventes alquilicos tales como hexano y ciclohexano, tolueno, acetona, acetato de
etilo, ditianos, THF, dioxano, acetonitrilo, diclorometano (DCM), dicloroetano, éter dietilico, piridina, dimetilformamida
(DMF), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida o cualquier combinacion de los mismos, aunque preferiblemente
la DCM.

La B-D-2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida puede entonces conjugarse con cualquier resto adecuado para
obtener un 3'-profarmaco farmacéuticamente aceptable de la B-D-2'-C-metil-citidina mediante cualquier medio
conocido en la técnica, que incluye las reacciones de condensacion estandares. El resto puede ser un fosfato (que
incluye mono-, di- o trifosfato, y un fosfato estabilizado); alquilo de cadena lineal, ramificado o ciclico (incluidos los
alquilos inferiores); acilo (incluidos los acilos inferiores); CO-alquilo, CO-arilo, CO-alcoxialquilo, CO-ariloxialquilo,
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CO-arilo sustituido, éster de sulfonato (que incluye alquil- o arilalquil-sulfonilo que incluye metanosulfonilo); bencilo,
en donde el grupo fenilo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes segun se describe en la
definicion del arilo dada en la presente memoria; alquilsulfonilo, arilsulfonilo, aralquilsulfonilo, lipido (que incluye un
fosfolipido); aminoacido; glucido; péptido; colesterol; o un grupo saliente farmacéuticamente aceptable que genera
un hidroxilo (o fosfato) libre cuando se administra in vivo.

En una realizacién de la presente invencion, el 3'-profarmaco deseado es el éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-
citidina y se prepara de acuerdo con el protocolo que viene a continuacion.

El éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina se puede preparar al hacer reaccionar una p-D-2'-C-metil-citidina
opcionalmente protegida (por ejemplo, una (B-D-2'-C-metil-citidina protegida en N y en 5') con N-Boc-L-valina,
opcionalmente en presencia de un agente de conjugacion, tal como EDC, en presencia de una base, tal como la
DMAP, para formar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(fert-butil-difenil-silaniloxi-metil)-5-[4-
(dimetilamino-metilenamino)-2-oxo-2H-pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo.

El éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina se puede preparar en cualquier solvente que sea adecuado para la
temperatura y la solubilidad de los reactantes. Los solventes pueden consistir en cualquier solvente aprotico que
incluye, pero sin limitarse a ellos, solventes alquilicos tales como hexano y ciclohexano, tolueno, acetona, acetato de
etilo, ditianos, THF, dioxano, acetonitrilo, diclorometano (DCM), dicloroetano, éter dietilico, piridina, dimetilformamida
(DMF), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida o cualquier combinacion de los mismos, aunque preferiblemente
el DCM.

Esta reaccion se puede llevar a cabo a cualquier temperatura que permita que la reaccién prosiga a una velocidad
aceptable sin favorecer la descomposicion ni un exceso de productos secundarios. La temperatura preferida es
aproximadamente la temperatura ambiente.

Posteriormente, el éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina se puede desproteger mediante los procedimientos
bien conocidos por los expertos en la técnica, tal y como se ensefia en Greene et al., Protective Groups in Organic
Synthesis, John Wiley and Sons, segunda edicion, 1991. En una realizacién particular de la invencion, la L-valina N-
protegida con BOC y 5'-OH-protegida con f-butildifenilsililo se puede desproteger con NHsF en MeOH en presencia
de aproximadamente 10 equivalentes mol de acetato de etilo (para impedir la escision del éster 3'-O-valinilico por el
amoniaco liberado) y someter a reflujo la mezcla para generar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 5-(4-
amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo.

El éster 3'-valinilico se puede convertir en una sal por cualquier medio conocido en la técnica, que incluye hacer
reaccionar el éster 3'-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina con HCI en EtOH para generar la sal de dihidrocloruro de
2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo
como producto final.

Realizaciones preferidas

Una realizacion preferida de la presente invencion se ejemplifica en la figura 1 y comprende hacer reaccionar la D-
fructosa en presencia de CaO/agua a 23-40 °C durante 6 a 22 horas y, a continuacion, afiadir CO» y acido oxalico a
la mezcla de reaccion y dejar que la reaccion prosiga durante 8 a 12 horas para formar la 2-C-metil-D-ribénico-y-
lactona (1); hacer reaccionar la 2-C-metil-D-ribonico-y-lactona (1) con la 4-dimetilaminopiridina (DMAP) y la
trietilamina (TEA) en 1,2-dimetoxietano (DME) a una temperatura de aproximadamente 5 °C a 25 °C durante
aproximadamente 30 minutos y, a continuacion, enfriar la mezcla a aproximadamente 5 °C y afadir cloruro de
benzoilo para generar la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribénico-y-lactona (2); hacer reaccionar la 2,3,5-tri-O-benzoil-
2-C-metil-D-ribénico-y-lactona (2) con Red-Al/etanol en tolueno a una temperatura de aproximadamente -5 a 0 °C
durante aproximadamente 40 minutos para generar la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa (3); v,
finalmente, afiadir cloruro de benzoilo/TEA a una solucion fria de la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa (3)
en presencia de DMAP y DME, y dejar que la reaccion prosiga de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 12
horas a una temperatura de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 °C, mediante lo cual se genera el producto
final (4), la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa.

En concreto, se prepara una solucidon acuosa a temperatura ambiente de D-fructosa, y el CaO, preferiblemente a
una proporcién molar de 5:1, e incluso mas preferiblemente a una proporcién molar de 3:1, y lo mas preferiblemente
a una proporcién molar de 2,3:1,3 con la D-fructosa, se afade incrementalmente durante un periodo de 5 minutos.
Se deja que la reaccion prosiga durante 6 a 22 horas a 23-40 °C con extraccion periédica de alicuotas para el
analisis por TLC.

Al concluir el tiempo de reaccion, se burbujea CO; a través de la mezcla durante aproximadamente 2 a 3 horas para
disminuir el pH desde un valor basico al neutro. Todo CaCO; que se forme como resultado de la etapa de
neutralizacion se retira mediante filtracion al vacio. Se combinan las capas acuosas, se tratan con acido oxalico (u
otro acido organico) a una proporcién molar de 1:2 con D-fructosa, y se agita a 25 °C durante aproximadamente 30
minutos hasta que aparece una suspension viscosa blanca. A continuacién, esta suspension viscosa se agita
durante una noche a 45-50 °C y se evapora a baja presion para retirar la mayor parte del agua mientras que sigue
quedando una mezcla acuosa. A continuacion se afiaden NaCl y THF a la suspension viscosa a temperatura
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ambiente y se agita durante aproximadamente 30 minutos. Se separan las capas resultantes y a la capa acuosa se
le afiade THF nuevo y se agita durante 10 minutos mas. El procedimiento de afiadir THF, agitar y separar la capa
acuosa resultante se repite 3 veces. Finalmente, todas las soluciones de THF se combinan y agitan con MgSO;4
anhidro durante 30 minutos, se filtra la mezcla, y la torta del filiro de MgSOs se lava con THF. El filtrado se evapora a
baja presion, a aproximadamente 40 °C y se recoge el producto bruto como un semisélido naranja oscuro.

A continuacién se afiade acetona al producto bruto y se agita la mezcla a 20 °C durante 3 horas. El producto
cristalino blanco de ribonolactona se recoge por filtracion al vacio, se lava con acetona y se seca al vacio (véase la
figura 1, compuesto 1, esquema 1). El rendimiento del producto de esta reaccién es aproximadamente del 13,6%, un
incremento de aproximadamente el 4% sobre el rendimiento del producto hallado en la técnica anterior.

El producto de ribonolactona obtenido se mezcla luego con DMAP a una proporcién molar de aproximadamente 5:1
(ribonolactona:DMAP), con TEA en exceso, y con DME, y se agita durante aproximadamente 30 minutos a la
temperatura ambiental. La suspension resultante se enfria a 5 °C, y se afiade cloruro de benzoilo a una proporcion
aproximada de 5:1 con la ribonolactona. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante aproximadamente 4
horas, una vez que se haya confirmado por TLC que se ha consumido completamente el material de partida. A
continuacion se afiade agua helada a la mezcla de reaccion y se agita durante aproximadamente 30 minutos, tras lo
cual se recoge el producto bruto, se agita con tert-butilato de metilo, se filtra, se lava y se seca al vacio. El producto
sélido blanco recogido es la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribonico-y-lactona con un rendimiento del 83,4% y una
pureza de casi el 98% (véase la figura 1, compuesto 2).

La 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribono-y-lactona obtenida de la etapa anterior se enfria a aproximadamente -5 °C,
y se le ha afiadido una soluciéon de Red-Al en tolueno anhidro y etanol anhidro previamente mezclados a
aproximadamente 0 °C. La proporcién molar de Red-Al por 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribénico-y-lactona es
aproximadamente de 2:1. La mezcla se agita durante aproximadamente 40 minutos mientras se mantiene a una
temperatura estable de aproximadamente -5 °C. Se retiran alicuotas de la mezcla y se analizan por TLC y/o HPLC
para confirmar que se consumio6 el material de partida, tras lo cual la reaccion se para con acetona, agua y HCl a 1
N, y se lleva a la temperatura ambiental. Finalmente, se extrae la mezcla con acetato de etilo, se lava con una
disolucion salina, se seca, y el solvente se retira a presion a aproximadamente 40 °C. El producto resultante, la
2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribofuranosa, se obtiene con un rendimiento cuantitativo de la cantidad de la 2,3,5-tri-
O-benzoil-2-C-metil-D-ribono-y-lactona utilizada al comienzo de esta etapa (véase la figura 1, compuesto 3).

El grupo protector en C-1 de la ribofuranosa se fabrica en la etapa inmediatamente precedente. Se afiade cloruro de
benzoilo a aproximadamente una proporcién molar de 2:1 a una solucién de la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-
ribofuranosa que esta a 5 °C, junto con DMAP y TEA en DME anhidro. La reaccién se agita y se deja proseguir
durante una noche, tras lo cual se para con agua helada y una solucién acuosa de carbonato de sodio. A
continuacion se retira el THF y la mezcla se extrae con acetato de etilo. El lavado, el secado y la retirada del
solvente generan un producto oleoso espeso. A lo Ultimo se le ha afiadido fert-butilato de metilo, heptano y agua, y
se agita durante aproximadamente 2 horas a unos 20 °C. El producto final, la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-
ribofuranosa, se obtiene con un rendimiento del 52% y con una pureza de mas del 98%, despés de lavarlo y secarlo
al vacio (véase la figura 1, compuesto 4, esquema 1).

Otra realizacion preferida de la presente invencion se ejemplifica en la figura 4, y comprende hacer reaccionar
citosina, BSA y SnCls/acetonitrilo con la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa (4) de la primera
realizacion de la invencion para generar la 4-amino-1-(3,4-dibenzoiloxi-5-benzoiloximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-
1H-pirimidin-2-ona (5); y hacer reaccionar (5) con NaOMe/MeOH para generar la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-
hidroximetil-3-C-metil-tetrahidrofuran-2-il)- 1H-pirimidin-2-ona (6), también conocida como (-D-2'-C-metil-citidina. El
uso de la citosina como material de partida en vez de la benzoil-citosina mejora la «economia atémica» del
procedimiento y simplifica la purificacion en las etapas posteriores.

La sintesis se puede terminar con la formacién de (6) y el producto se puede aislar mediante las etapas conocidas
por los expertos en la técnica. Otra posibilidad es que la sintesis se puede llevar a cabo ademas para preparar el
éster 3'-O-valinilico de la B-D-2'-C-metil-citidina (2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-
hidroxi-4-C-metil-2-hidroximetil-tetrahidro-furan-3-ilo) o su forma de sal de hidrocloruro preferida, la cuarta realizacion
preferida de la invencion.

En ofra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto (6) se hace reaccionar con Me;,NCH(OMe), en
DMF para formar (7), la N-[1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il]-
N, N-dimetilformamidina, que es la forma amino-protegida de (6); se hace reaccionar (7) con el TBDPSCI e imidazol
en DCM para generar la forma de (7) protegida en 5' con sililo como la N'-{1-[5-(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-3,4-
dihidroxi-3-metil-tetrahidro-furan-2-il]-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-dimetil-formamidina (8), en donde el uso
del DCM proporciona la ventaja de tener un mayor control sobre la formaciéon del subproducto disililado; hacer
reaccionar (8) con N-Boc-L-valina, EDC y DMAP en DCM a la temperatura ambiental para formar el 2-tert-
butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(tert-butil-difenil-silaniloxi-metil)-5-[4-(dimetilamino-metilenamino)-2-oxo-2H-
pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (9); retirar los grupos sililo y aminoprotectores al hacer reaccionar
(9) con NH4F en MeOH en presencia de aproximadamente 10 equivalentes mol de acetato de etilo para impedir la
escision del éster 3'-O-valinilico por el amoniaco liberado, y someter la mezcla a reflujo para generar el 2-tert-
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butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-
furan-3-ilo (10); y, finalmente, hacer reaccionar (10) con HCI en EtOH para generar la sal de dihidrocloruro de 2-
amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (11)
como producto final.

Esta invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitantes. Los ejemplos de trabajo
contenidos en la presente memoria se presentan para ayudar a entender la invencion. Son ilustrativos del
procedimiento o procedimientos y del producto o productos de la invencion, pero no pretenden y no debe
interpretarse de ningin modo como que limitan la invencion descrita en las reivindicaciones que vienen después.
Los solventes, reactantes o condiciones de reaccion equivalentes, similares o adecuados se pueden sustituir por los
solventes, reactantes y/o condiciones de reaccion particulares descritos en la presente memoria sin alejarse del
espiritu ni del alcance de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
2-C-Metil-D-ribénico-y-lactona

Se agité agua desionizada (100 ml) en un matraz de 250 ml de fondo redondo y con 3 cuellos, equipado con un
agitador superior, un eje para agitacion, un dispositivo digital de lectura de temperatura y una linea de argén. El
argon se burbujed en agua durante 30 minutos, se afiadié la D-fructosa (20,0 g, 0,111 mol) y la solucidn se volvié
transparente en unos pocos minutos. Se afiadio éxido de calcio (12,5 g, 0,223 mol) en porciones durante un periodo
de 5 minutos y la mezcla se agité vigorosamente. Se observd una exotermia y la temperatura de la reaccion alcanzé
los 39,6 °C a los 10 minutos de comenzar la adicion del 6xido de calcio. Después de aproximadamente 15 minutos,
la mezcla de la reaccion revel6 un color amarillo que se intensificd con el tiempo. Al cabo de 3 horas se extrajo una
alicuota para el analisis por TLC. La alicuota se acidificé a pH 2 con una solucién acuosa saturada de acido oxalico.
La suspension blanca resultante se evaporo a baja presion para retirar el agua. Se afiadié tolueno (2 ml) al residuo y
la mezcla se evapor6 a baja presion (a 45-50 °C) para retirar cualquier vestigio de agua. El sodlido residual se
reconstituyd en 2 ml de una mezcla de tetrahidrofurano:metanol a 1:1. Después de mezclar exhaustivamente, se
dejo reposar la suspension y la solucion transparente del sobrenadante se deposité para TLC (la placa de silice se
reveld en metanol al 2% en acetato de etilo y se tifid por inmersion en permanganato de potasio alcalino al 1%. A
continuacion se calenté la placa mediante una pistola de calor hasta que aparecieron manchas amarillentas sobre el
fondo rosado). La lactona deseada aparece tipicamente a un valor de R de 0,33 en las condiciones anteriores. Se
detectan mas subproductos polares y material sin reaccionar en el intervalo del valor de Ry de 0,0 a 0,2.

Aunque la formacién del producto se observé al cabo de 3 horas, se dejo que la reaccion prosiguiese durante 22
horas, tiempo durante el cual la mezcla de reaccién se agité a 25 °C. Al final de este periodo, el pH de la mezcla era
de 13,06. Se burbujet diéxido de carbono gaseoso en la mezcla de reaccion durante aproximadamente 2,5 horas (el
pH era 7,25). Se retird el carbonato de calcio solido que se formd mediante filtracion al vacio, y se lavé la torta del
filtro con 50 ml de agua desionizada. Las capas acuosas se combinaron y se trataron con acido oxalico (5,0 g, 0,056
mol) y la mezcla se agitdé vigorosamente a 25 °C durante 30 minutos (el color oscuro inicial desaparecié en gran
parte y la mezcla volvié a ser una suspension viscosa blanca de aspecto lechoso). El pH de la mezcla en esta etapa
es tipicamente de 2-3. La suspension viscosa se agitd a 45-50 °C durante una noche. A continuacion se evaporo la
mezcla a baja presion y a 45-50 °C para retirar 75 ml de agua. Se afadi6 cloruro de sodio (30 g) y tetrahidrofurano
(100 ml) a la suspension viscosa acuosa (aproximadamente 75 ml) y la mezcla se agité vigorosamente a 25 °C
durante 30 minutos. Las capas se separaron y la capa acuosa se agitd durante 10 minutos con 75 ml de
tetrahidrofurano nuevo. Este procedimiento se repitié tres veces y las soluciones de tetrahidrofurano se combinaron
y agitaron con 10 g de sulfato de magnesio anhidro durante 30 minutos. La mezcla se filtré y la torta del filiro de
sulfato de magnesio se lavé con 60 ml de tetrahidrofurano. El filtrado se evapord a baja presion y a 40 °C para dar
10,86 g de producto bruto como un semisoélido anaranjado oscuro (para escalarlo, el tetrahidrofurano se reemplazara
por acetona en vez de la evaporacion del producto bruto hasta secarlo). El producto bruto se agité con acetona (20
ml) a 20 °C durante 3 horas. El producto se recogi6 por filtracion al vacio y la torta del filtro se lavd con 12 ml de
acetona para dar el producto deseado 1 como un sélido cristalino blanco. El producto se secé al vacio para dar 2,45
g (rendimiento del 13,6%). Punto de fusién del compuesto 1: 158-162 °C (punto de fusion en la bibliografia: 160-161
°C). RMN H (DMSO-ds) & ppm 5,69 (s, 1H, intercambio con D-0), 5,41 (d, 1H, intercambio con D-0), 5,00 (t, 1H,
intercambio con D,0), 4,15 (m, 1H), 3,73 (m, 2H), 3,52 (m, 1H), 1,22 (s, 3H). RMN B¢ (DMSO-ds) & ppm 176,44,
82,95, 72,17, 72,02, 59,63, 20,95. (CsH190s: calculados: C, 44,45; H, 6,22. Encontrado: C, 44,34; H, 6,30).

Ejemplo 2
2,3,5-Tri-O-benzoil-2- C-metil-D-ribonico-y-lactona

Una mezcla de la lactona 1 (3,0 g, 18,50 mmol), 4-dimetilaminopiridina (0,45 g, 3,72 mmol) y trietilamina (25,27 g,
249,72 mmol) en 1,2-dimetoxietano (50 ml) se agité a 25 °C en una atmodsfera de argén durante 30 minutos. Esta
suspension blanca se enfrio a 5 °C y se le afadid cloruro de benzoilo (11,7 g, 83,23 mmol) durante un periodo de 15
minutos. La mezcla se agit6 a 25 °C durante dos horas. El analisis por TLC (silice, metanol al 2% en acetato de etilo)
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indicé un consumo completo del material de partida. Se afadid agua enfriada en hielo (100 g) a la mezcla de
reaccion y se continud agitandola durante 30 minutos. Los solidos blancos que se formaron se recogieron por
filtracion al vacio y la torta del filiro se lavd con agua fria (50 ml). Este producto bruto se agité con éter tert-butil-
metilico (60 ml) a 20 °C durante 30 minutos, a continuacion se filtro, la torta del filtro se lavé con éter tert-butil-
metilico (25 ml) y se seco al vacio para dar 7,33 g (rendimiento del 83,4%) del compuesto 2 como un sdlido blanco
con una pureza del 97,74% (HPLC/AUC). Punto de fusion del compuesto 2: 137-140 °C (punto de fusion en la
bibliografia: 141-142 °C). RMN "H (CDCls) 5 ppm 8,04 (d, 2H), 7,92 (d, 2H), 7,73 (d, 2H), 7,59 (t, 1H), 7,45 (m, 4H),
7,32 (t, 2H), 7,17 (t, 2H), 5,51 (d, 1H), 5,17 (m, 1H), 4,82-4,66 (d de un cuarteto AB, 2H), 1,95 (s, 3H). RMN °C
(CDCIs3) & ppm 172,87, 166,17, 166, 08, 165,58, 134,06, 133,91, 133,72, 130,09, 129,85, 129,80, 129,37, 128,78,
128,60, 128,49, 127,96, 127,89, 79,67, 75,49, 72,60, 63,29, 23,80. TOF MS ES+ (M + 1: 475).

Ejemplo 3
2,3,5-Tri-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa

Una solucion de Red-Al (65 % en peso en tolueno, 2,0 ml, 6,56 mmol) en tolueno anhidro (2,0 ml) se agité a 0 °C en
una atmésfera de argdn. Se afiadio una solucion de etanol anhidro (0,38 ml, 6,56 mmol) en tolueno anhidro (1,6 ml)
a la solucién de tolueno durante un periodo de cinco minutos. La mezcla resultante se agité a 0 °C durante 15
minutos y se le afadieron 2 ml (2,18 mmol) de este reactante Red-Al/etanol a una solucién fria (-5 °C) de la 2,3,5-tri-
O-benzoil-2-C-metil-D-ribonolactona 2 (475 mg, 1,0 mmol) en tolueno anhidro (10 ml) durante un periodo de 10
minutos. La mezcla de la reaccion se agité a —5 °C durante 40 minutos. El analisis por TLC (placas de silice, acetato
de etilo al 35% en heptano) indicd que el material de partida se habia consumido completamente. El analisis por
HPLC indicé que quedaba solo el 0,1% del material de partida. La reaccién se paré con acetona (0,2 ml), agua (15
ml) y HCl a 1 N (15 ml) a 0 °C y se dejé atemperar a la temperatura ambiente. Se afiadié HCl a 1 N (5 ml) para
disolver las sales inorganicas (pH: 2-3). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 ml) y la solucién organica
se lavé con solucidn salina (25 ml), se seco (sulfato de sodio anhidro, 10 g) y el solvente se retiré a baja presion y a
una temperatura de 40 °C para dar el producto deseado 3 con rendimiento cuantitativo (480 mg). Este material se
utilizé tal cual para la etapa siguiente.

Ejemplo 4
1,2,3,5-Tetra-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa

Se afiadio cloruro de benzoilo (283 mg, 2,0 mmol) durante un periodo de cinco minutos a una solucién fria (5 °C) del
compuesto 3 (480 mg, 1,0 mmol), 4-dimetilaminopiridina (12,3 mg, 0,1 mmol) y trietilamina (506 mg, 5,0 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (5 ml). La mezcla de la reaccion se agité a temperatura ambiente y en una atmdsfera de
argon durante una noche. El analisis por HPLC indicé que un 0,25% del material de partida quedo sin reaccionar. La
reaccion se paro con la adicion de agua enfriada en hielo (10 g) y solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio.
Se retiro el tetrahidrofurano a baja presion y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (50 ml). La solucién organica
se lavo con agua (25 ml), solucién salina (25 ml), se seco (sulfato de sodio anhidro, 12 g) y el solvente se retir6 a
baja presién para dar 650 mg de producto oleoso y espeso. Este producto bruto se agité con 5 ml de éter tert-butil-
metilico durante 5 minutos y se le afiadieron heptano (5 ml) y agua (0,1 ml) y se prosiguié agitandola durante otro
periodo mas de dos horas a 20 °C. Se recogieron los sélidos por filtracion al vacio y la torta del filtro se lavé con una
solucion de heptano:éter fert-butil-metilico a 1:1 (6 ml) y éter fert-butil-metilico (2 ml). El secado del sélido al vacio
dio 300 mg (52 %) del producto deseado 4 (pureza del 98,43% por HPLC/AUC) como un solido blanco que se fundia
a 154-156,3 °C (punto de fusion en la bibliografia: 155-156 °C). RMN 'N (CDCls) & ppm 8,13 (m, 4H), 8,07 (d, 2H),
7,89 (d, 2H), 7,63 (m, 3H), 7,48 (m, 6Hg, 7,15 (m, 3H), 7,06 (s, 1H), 5,86 (dd, 1H), 4,79 (m, 1H), 4,70-4,52 (d de un
cuarteto AB, 2H), 1,95 (s, 3H). RMN °C (CDCls) 5 ppm 166,31, 165,83, 165,01, 164,77, 134,01, 133,86, 133,70,
133,17, 130,44, 130,13, 129,97, 129,81, 129,59, 129,39, 129,07, 128,84, 128,76, 128,37, 98,01, 86,87, 78,77, 76,35,
64,05, 17,07. (CssH2800: C calculado, C, 70,34; H, 4,86. Encontrado: C, 70,20; H, 4,95).

Ejemplo 5
4-Amino-1-(3,4-dibenciloxi-5-benciloximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1 H-pirimidin-2-ona (compuesto 2, figura 4)

Se suspendio citosina (89 g, 0,80 mol) en acetonitrilo (900 ml) en un matraz de fondo redondo de 12 | equipado con
un condensador de reflujo, un agitador superior y un adaptador para la entrada de argén. La suspension se agito a
20 °C en una atmosfera de argén y se le afadio N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (537 ml, 2,2 mol) en una porcién. La
solucién restante se calenté a 80 °C y se agitdé durante una hora mas a la misma temperatura. Se suspendio la
1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa (425,0 g, 0,73 mol) en acetonitrilo (4000 ml) y se afiadi6 a la
mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion se volvié transparente al cabo de unos pocos minutos y la temperatura
cay6 a aproximadamente 50 °C. Se afiadié cloruro de estafio(IV) (154 ml, 1,31 mol) durante un periodo de 15
minutos y se prosiguid agitandola a 80 °C. Al cabo de una hora se pard una alicuota de la mezcla de reaccion por la
adiciéon de una solucion acuosa de bicarbonato de sodio y la extracciéon de la capa acuosa con acetato de etilo. La
capa de acetato de etilo se examiné por TLC (gel de silice, acetato de etilo al 20% en heptano, R¢ para el derivado
glucidico: 0,40). El analisis por TLC indic6 que se habia consumido todo el derivado glucidico. El producto deseado
se detecté por TLC con metanol al 10% en diclorometano (Rr: 0,37). La reaccién también se verificé por HPLC
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(procedimiento n.° 2). La mezcla de reaccion se enfrié a 20 °C y se par6 al afiadirle una solucidon acuosa saturada de
bicarbonato de sodio (3000 ml) durante un periodo de 30 minutos (se observo que se liberaba cuando se afiadian
los primeros mililitros de la solucién de bicarbonato de sodio). El bicarbonato de sodio sélido (1350 g) se afiadié en
porciones para evitar la formacion de espuma. Se verificé el pH de la muestra para asegurarse de que era = 7. Se
paro la agitacion y se dejo que las capas se separaran durante 20 minutos. La capa acuosa se drend y se agité con
acetato de etilo (1500 ml) y se dejé que la mezcla se separara (30 minutos). La capa organica se aislé y se combind
con la solucidon de acetonitrilo. La solucion organica se lavé con solucion salina (500 ml) y, a continuacion, el
solvente se retird para dejar un volumen de aproximadamente 750 ml. El producto se puede usar tal cual en la
reaccion posterior. Ademas, también se puede ir eliminando hasta dejar un sélido espumoso blanco, con un
rendimiento cuantitativo. La estructura del compuesto (2) se confirmé mediante analisis por RMN 'H.

Ejemplo 6
4-Amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidina-2-ona (compuesto 3)

Se afiadié metoxido de sodio (13,8 g, 0,26 mol) a una soluciéon del compuesto (2) (416 g, 0,73 mol) en metanol (2000
ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente y se seiguid por TLC (gel de silice, metanol al 10% en
diclorometano, R; del compuesto 1: 0,53) y (gel de silice, metanol al 30% en diclorometano, R del compuesto 3:
0,21). El producto comenz6 a precipitarse al cabo de 30 minutos y la TLC indicd que la reaccién se habia
completado al cabo de 2 horas. La reaccion también se siguié por HPLC (procedimiento n.° 2). El metanol se retird a
baja presion hasta un volumen de aproximadamente 500 ml cazado con etanol (2 x 500 ml) hasta un volumen de
aproximadamente 500 ml. La suspension viscosa espesa residual se diluyé con 750 ml de etanol y la mezcla de
agité a 20 °C durante una hora. Se recogié el producto por filtracion, se lavé la torta del filtro con etanol (100 ml) y
éter tert-butil-metilico (100 ml) y se secé para dar 168 g (rendimiento del 90% durante las dos etapas) del producto
(3) con una pureza de > 97 % (HPLC/AUC). El producto también se analizé mediante RMN 'Hy "°C.

Ejemplo 7

N-[1-(3,4-Dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidina-4-il]-N, N-dimetil -
formamidina (compuesto 4)

A una suspension del compuesto 3 (19 g, 0,0738 mol) en N,N-dimetilformamida anhidra (150 ml) se le afadid
dimetilacetal de N,N-dimetilformamida (98 ml, 0,7385 mol) y la mezcla se agité a 20-22 °C. Al cabo de una hora, la
TLC (gel de silice, metanol al 30% en diclorometano, la R; para el compuesto 3 es 0,21 y para el producto 4 es 0,55)
indicé que la reaccion se habia completado. El solvente y el reactante se retiraron a baja presion (la temperatura se
mantuvo por debajo de 40 °C). Se afadio etanol (50 ml) al residuo oleoso obtenido y se retird el solvente a baja
presion. Este procedimiento se repitidé dos veces y se solidificd el producto bruto. El producto bruto se agité con 190
ml de etanol a 20 °C durante una hora y se mantuvo a 5 °C durante 12 horas. Se recogieron los sélidos por filtracion
y la torta del filtro se lavé con 30 ml de etanol frio y 30 ml de éter tert-butil-metilico frio. Al secar el sélido al vacio se
obtuvieron 14,7 g (64%) del compuesto (4) como una primera cosecha. La TLC (gel de silice, metanol al 30% en
diclorometano, la R para el producto (4) era 0,55) y (gel de silice, metanol al 10% en diclorometano, la R para el
producto (4) era 0,1) mostré sélo una unica mancha para el compuesto (4). El agua madre de la purificacion desde el
etanol se evaporo hasta secarla y el residuo se agitoé con etanol (80 ml) a 20 °C durante una hora y se mantuvo a 5
°C durante 12 horas. Se recogieron los sélidos por filtracion y la torta del filtro se lavd con 15 ml de etanol frio y 15 ml
de éter tert-butil-metilico frio. Después de secar el solido al vacio, se obtuvieron 3,5 g (15 %) como segunda
cosecha. La TLC (gel de silice, metanol al 30% en diclorometano, la Rs para el producto (4) era 0,55) y (gel de silice,
metanol al 10% en diclorometano, la R; para el producto (4) era 0,1) mostré sélo una unica mancha para el
compuesto (4); punto de fusion: 201-209 °C; RMN 'H (DMSO-ds) & ppm 8,62 (s, 1H, N=CH), 8,17 (d, 1H, H-6, Js.6 =
7,3 Hz), 5,91 (m, 2H, H-1', H-5), 5,16 (t, 1H, OH-5', D-O intercambiable), 5,06 (s, 1H, OH-2', D,O |ntercamb|able)
3,8-3,5 (m, 4H, H-3', H-4". H-5' y H-5"), 3,15y 3,02 (2s, 6H, N(CH)2), 0,92 (s, 3H, CHs); FAB > 0 (GT) 625 (2M + H)",
313 (M + H)", 167 (B + 2H)"; FAB < 0, (GT) m/z 419 (M + T —H), 403 (M + G —H)", 311 (M — H),, 165 (B)..

Ejemplo 8

N'-{1-[5-(tert-Butil-difenil-silaniloximetil)}-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidro-furan-2-il]-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-
dimetil-formamidina (compuesto 5)

El compuesto (4) (42,9 g, 0,137 mol) se disperso en diclorometano anhidro (200 ml) con un agitador superior durante
30 min. A continuacion la mezcla se evapord con el rotavapor (a aproximadamente 30 °C) hasta la secarla. El
compuesto secado (4), el imidazol (37,4 g, 0,55 mol) y el diclorometano anhidro (800 ml) se cargaron en un matraz
con fondo redondo de 2 | con 4 cuellos en argon y se transfirio el tert-butildifenilclorosilano (43,1 g, 0,156 mol, la
cantidad total afiadida en varias porciones) a un embudo de adiciéon unido al matraz de la reaccion. La mezcla de
reaccion se enfrio a 10 °C y se le ainadio tert-butildifenilclorosilano (13,74 g, 0,05 mol) desde el embudo de adicion
durante un periodo de 20 min mientras se mantenia la temperatura de reaccién entre 10 a 12 °C mientras se agitaba.
La reaccion se verifico por HPLC (procedimiento n.° 2). Después de 1,5 horas, se afiadié una segunda porcion de
tert-butildifenilclorosilano (14,76 g, 0,053 mol) durante un periodo de 20 min mientras se mantenia la temperatura de
reaccion entre 10 y 12 °C. Después de una hora mas, lo que quedaba de tert-butildifenilclorosilano (14,8 g, 0,053
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mol) se afadié durante un intervalo de 20 mientras se mantenia la temperatura de reaccion entre 10 y 12 °C. A
continuacion se agité a 12-15 °C durante 1,5 horas mas. La HPLC indicé que habia un 95,40% del producto, un
3,00% de derivado bi-sililo, y que no quedaba ningun material de partida sin reaccionar. Se paro la reaccién por la
adicién de una soluciéon acuosa saturada de bicarbonato de sodio (150 ml) con agitacion durante 15 min a
aproximadamente 15 °C (el pH era aproximadamente 8). Se separaron las capas acuosa y de diclorometano. La
capa de diclorometano se lavé con agua (2 x 150 ml) y solucién salina (1 x 200 ml), y se secé sobre sulfato de sodio
anhidro (60,0 g, 30 min). Después se filtro y el solvente se retird a baja presion. El solido espumoso residual se
utilizé tal cual en la reaccion siguiente.

Ejemplo 9

2-tert-Butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-5-[4-(dimetilamino-metilenamino)-2-
0x0-2H-pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo (compuesto 6)

Se agité a 25 °C en una atmadsfera de argdén una solucion del compuesto (5) (58 g, 0,1053 mol) en diclorometano
(500 ml). Se le ahadieron N-(tert-butoxicarbonil)-L-valina (29,7 g, 0,1367 mol), hidrocloruro de 1-[3-
(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (26,2 g, 0,1367 mol) y 4-(dimetilamino)piridina (1,3 g, 0,0106 mol), y se agitd
la mezcla de reaccion a 25 °C y se siguié por HPLC (procedimiento n.° 2). Al cabo de 4 horas, la HPLC mostré un
7,9% del material de partida. Se le afiadieron N-(tert-butoxicarbonil)-L-valina (4,57 g, 0,0210 mol) e hidrocloruro de
1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (4,03 g, 0,0210 mol) y se continud agitando a 25 °C durante un tiempo
adicional de 2 horas, tras lo cual la HPLC detect6 el 0,7% del material de partida. Se afiadié metanol (60 ml) a la
mezcla de reaccion y los solventes se evaporaron a baja presion (la temperatura se mantuvo por debajo de 40 °C)
para dar el compuesto (6) como un aceite espeso. Este material (puro al 93% por HPLC/AUC) se utiliz6 tal cual para
la reaccion siguiente.

Ejemplo 10

2-tert-Butoxicarbonilamino-3-metil-butirato  de  5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil -
tetrahidro-furan-3-ilo (compuesto 7)

El compuesto (6) (0,3 mol), MeOH (1650 ml) y EtOAc (265 g, 3,0 mol) se cargaron en un matraz con fondo redondo
de 3 | con 5 cuellos y se agitoé la mezcla para disolver el compuesto (6). Se le afiadié fluoruro de amonio (45,0 g,
1,21 mol) y la mezcla se agit6 con reflujo a 64,5 °C durante 4 horas. Se completo la reaccion al cabo 4 horas segun
indicé la HPLC (procedimiento n.° 2). Los solventes se retiraron entonces a baja presion a 40-45 °C y se cazo con
EtOAc (300 ml). La espuma residual se combiné con EtOAc (400 ml), agua (600 ml) y éter tert-butil-metilico (300 ml),
y la mezcla se tritur6 a temperatura ambiente durante 2,5 horas. Los sdlidos blancos que se separaron se recogieron
por filtracion, y se lavaron con agua (200 ml), EtOAc/éter fert-butil-metilico (120 ml) a 1:1 y éter tert-butil-metilico
(120 ml). A continuacion se seco el solido al vacio durante mas de 20 horas para generar el compuesto (7) como un
soélido blanco. Rendimiento 71,54 g, 52% para las tres etapas. El compuesto (7) se obtuvo con una pureza del
99,08% (HPLC, procedimiento n.° 3). RMN H (DMSO-ds) 6 ppm 7,99 (d, 1H, H-6, Je.5 = 7,42 Hz), 7,3-7,1 (m, 3H, CH
y NHz, D2O intercambiable), 5,9 (s, 1H, H-1'), 5,75 (d, 1H, H-5, Jss = 7,43 Hz), 5,43 (s, 1H, OH-2', DO
intercambiable), 5,24 (t, 1H, OH-5"), 5,04 (d, 1H, H-3', J3.4 = 9,1 Hz), 4,1-4,0 (m, 2H, H-4', CH), 3,8-3,4 (2 m, 2H, H-
5', H-5"), 2,2,-2,0 (m, 1H, CH), 1,40 (s, 9H, (CH3)C), 1,0 (s, 3H, CHs), 0,9-0,8 (m, 6H, (CH3).CH); FAB < 0, (GT) m/e
911 (2M-HY’, 455 (M — H)", 256 (M-Boc-Val), 216 (BocValOHY), 110 (B); FAB > 0 (GT) 913 (2M + H)", 457 (M + H)",
112 (B + 2H)",57 (CH3)C)"; FAB < 0 (GT) 911 (2M — HY’, 455 (M — H)", 256 (M-Boc-Val), 216 (BocVal), 110 (B).

Ejemplo 11

2-Amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo
(sal de dihidrocloruro) (compuesto 8)

Una solucion del compuesto 7 (21,0 g, 0,046 mol) en etanol (168 ml) se agitdé en un matraz con fondo redondo
equipado con un agitador superior, sonda de temperatura, linea de argén y burbujeador de cloruro de hidrégeno
gaseoso. Se burbujeo el cloruro de hidrégeno gaseoso (22 g) en la solucién transparente durante un periodo de una
hora. La temperatura de reaccion se mantuvo por debajo de 30 °C con un bafio de agua helada. La formacion del
sélido comenzo a los pocos minutos de introducir el cloruro de hidrogeno gaseoso. Al cabo de 4 horas, la HPLC
(procedimiento n.° 3) mostré que soélo quedaba el 0,8% de material de partida. Se recogieron los sdlidos por filtracion
y la torta del filtro se lavé con etanol (20 ml) y éter dietilico (100 ml). Después de secar el producto al vacio durante
16 horas se obtuvieron 19,06 g (96,5%) del producto (8) con una pureza del 97,26% (HPLC, procedimiento n.° 3);
punto de fusion: 210 °C (pardo), 248-250 °C (fundido); RMN 'H (DMSO-ds) & ppm 10,0 (s, 1H, 1/2NH,, DO
intercambiable), 8,9-8,6 (2 br s, 4H, 1/2NH>, NH3, D20 intercambiable), 8,42 (d, 1H, H-6, Js.s = 7,9 Hz), 6,24 (d, 1H,
H-5, Js.6 = 7,9 Hz), 5,84 (s, 1H, H-1"), 5,12 (d, 1H, H-3', J3.4 = 8,8 Hz), 4,22 (d, 1H, H-4, J3.4 = 8,7 Hz), 4,0-3,9 (m,
1H, CH), 3,8-3,5 (m, 2H, H-5', H-5"), 2,3 - 2,1 (m, 1H, CH), 1,16 (s, 3H, CHs), 1,0 (m, 6H, (CHs).CH); FAB > 0 (GT)
713 (2M + H)", 449 (M + G+ H)*, 357 (M + H)", 246 (S)", 112 (B + 2H)"; FAB < 0 (GT) 747 (2M + CI), 483 (M + G+
Cl), 391 (M + ClI), 355 (M — H), 116 (Val), 110 (B)’, 35 (Cl).
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Ejemplo 12
Procedimientos de analisis por HPLC

Todos los procedimientos descritos utilizan una columna de fase inversa; n.° de parte de Waters® WAT086344;
Nova-Pak® C18, el tamario del poro es de 60 A, el tamafio de las particulas es de 4 ym, 3,9 x 150 mm. Todos los

5 cromatogramas se generaron con una HPLC de Waters® 2695 y un detector 996 PDA. Fase movil: el acetonitrilo y
el agua de calidad para HPLC se compraron a JT Baker y la solucién 1 M de acetato de trietilamonio se compro a
Fluka®.

Procedimiento n.° 1: analisis del compuesto 4, figura 4:

Velocidad de flujo: 1,00 ml/min del gradiente lineal de acetonitrilo/agua tal y como se describe mas adelante.
10 El sistema se equilibra durante un equilibrado de cinco minutos entre ejecuciones.

Longitud de onda: 254 nm.

Tiempo de retencion para el compuesto 4 = 12,8 minutos.

Tiempo | % de acetonitrilo | % de agua
0,00 40,0 60,0
1,00 40,0 60,0
13,0 95,0 5,0
15,0 95,0 5,0

Procedimiento n.° 2: analisis de los compuestos 2, 4, 5, 6 y 7, figura 4:

15 Velocidad de flujo; 1,00 ml/min de un gradiente de acetonitrilo/tampén de acetato de trietilamonio acuoso a 20 mM
segun se describe a continuacion.

El sistema se equilibra durante cinco minutos entre ejecuciones.

Longitud de onda: 320 y 272 nm.

Tiempo | % de acetonitrilo | % de tampoén
0,00 0,00 100,0
15,00 80,0 20,0
30,00 80,0 20,0

20 Tabla comparativa: Compuestos frente a tiempos de retencién, procedimiento n.° 2:

Compuesto Tiempo de retencion (en minutos), longitud de onda
1 18,2, 272 nm
2 13,4, 272 nm
3 29,272 nm
Benzoato de metilo 11, 272 nm
Compuesto 3 7,2,272 nm
parcialmente protegido
Compuesto 3 10,0, 272 nm
parcialmente protegido
4 4,0,320 nm
5 13,2, 320 nm
Compuesto 5 di-sililado 16,6, 320 nm
6 17,8, 320 nm
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DMAP 3,7 (pico ancho), 272 nm
7 8,3, 272 nm
6 parcialmente 16,3, 272 nm
desprotegido

Procedimiento n.° 3: analisis de los compuestos 3, 7 y 8, figura 4:

Velocidad de flujo: 1,00 ml/min de un gradiente de acetonitrilo/tampén de acetato de trietilamonio acuoso a 20 mM
segun se describe a continuacion.

El sistema se equilibra durante el equilibrado de cinco minutos entre ejecuciones.

Longitud de onda: 272 nm.

Tiempo | % de acetonitrilo | % del tampoén
0,00 0,00 100,0
30,0 50,0 50,0

Tabla comparativa: compuestos frente a tiempos de retencién, procedimiento n.° 3:

Compuesto | Tiempo de retencion (en minutos)
7 18,4
8 8,5
3 3,6
Procedimientos de la técnica anterior
Ejemplo 13

Preparacion de la N*-[(dimetilamino)metilen]-B-D-2'-C-metil-citidina (4):

Una solucion de B-D-2'-C-metil-citidina (3) (1,65 g, 6,43 mmol) en DMF (32 ml) se traté con dimetilacetal de N,N-
dimetilformamida (8,2 ml, 61,73 mmol) y se agité durante aproximadamente 1,5 horas a temperatura ambiente. La
solucién se evapord a baja presion y se coevapord con etanol. La cristalizacion desde etanol/éter produjo un
compuesto desconocido hasta entonces, el compuesto (4) (primera cosecha de 1,21 g, rendimiento del 60%, y
segunda cosecha ligeramente impura de 0,46 g, rendimiento del 23%) como cristales. Las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas se han determinado con el envio de los cristales de la cristalizacién de la primera cosecha. F = 201-
209 °C; RMN 'H (DMSO-ds) & ppm 8,62 (s, 1H, N = CH), 8,17 (D, 1H, H-6, Jss = 7,3 Hz), 5,91 (m, 2H, H-1', H-5),
5,16 (t, 1H, OH-5', D20 intercambiable), 5,06 (s, 1H, OH-2', DO intercambiable), 3,8-3,5 (m, 4H, H-3', H-4', H-5'y H-
5"), 3,15y 3,02 (2s, 6H, N(CHa)2), 0,92 (s, 3H, CHs); FAB > 0 (GT) 625 (2M + H)", 313 (M + H)", 167 (B + 2H)"; FAB
<0,(GT)m/z419 (M + T - H), 403 (M + G - H), 311 (M - H), 165 (B); HPLC a temperatura ambiente durante 5,96
min (gradiente de CHsN del 0 al 50% en tampon de acetato de trietilamonio a 20 mM programado durante un periodo
de 30 min con una velocidad de flujo de 1 ml/min), Amax = 316,1 nm.

Ejemplo 14

Preparacion de N*-[(dimetilamino)metilen]-5'-O-tert-butildifenilsilil-B-D-2'-C-metil-citidina (5):

A una solucién del compuesto (4) (1,167 g, 3,73 mmol) en piridina desecada (15 ml) se le afiadieron, sucesivamente,
imidazol (760 mg, 11,19 mmol) y tert-butildifenilclorosilano (0,66 ml, 2,53 mmol). La solucion se agit6é a temperatura
ambiente. Al cabo de 4 horas, la mezcla de reaccién se recargd con tert-butildifenilclorosilano (0,40 ml, 2,28 mmol) y
se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de la extraccion con bicarbonato de sodio, la capa

organica se lavé con agua, se seco sobre sulfato de sodio y se evaporo a baja presion. La mezcla bruta se recogio
en una mezcla de acetonitrilo desecado (30 ml) y dimetilformamida desecada (15 ml).

Ejemplo 15

Preparacion del éster 3'-O-L-N-(tert-butoxicarbonil)valinilico de la N*-[(dimetilamino)metilen]-5'-O-tert-butildifenilsilil-B-
D-2'-C-metil-citidina (6):

A una solucién del compuesto (5) de la etapa anterior se le afiadieron, sucesivamente, N-(fert-butoxicarbonil)-L-
31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2470771 T3

valina (Boc-Val-OH, 400 mg, 1,87 mmol), hidrocloruro de N'-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (DEC, 715 mg,
3,73 mmol), y 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 68 mg, 0,56 mmol), y se agitd la solucion a temperatura ambiente. El
perfil de la reaccion se siguié por HPLC. La mezcla de reaccion se volvio a cargar tres veces con Boc-Val-OH (400
mg x 3), DEC (715 mg x 3) y DMAP (68 mg x 3) y, finalmente, se volvié a cargar una vez con Boc-Val-OH (200 mg),
DEC (357 mg) y DMAP (34 mg). Al cabo de dos dias, el material de partida se consumio totalmente y se retir6 el
DMF a baja presion. El residuo, el compuesto (6), se recogié en metanol desecado (70 ml).

Ejemplo 16
Preparacion del éster 3'-O-L-N-(tert-butoxicarbonil)valinilico de la $-D-2-C'-metil-citidina (7):

Se afiadio fluoruro de amonio (1,38 g, 37,30 mmol) al residuo del compuesto (6) en metanol desecado, y la mezcla
de reaccioén se sometio a reflujo durante 3 horas. La mezcla se filtro y el solvente se retird del filtrado a baja presion.
El residuo se recogio en acetato de etilo y se extrajo varias veces con agua. La fase organica se evaporo al vacio y
se purificd en una columna de cromatografia de gel de silice (eluyente: MeOH (20 %) en EtOAc (80 %)). El
compuesto deseado (7) se aisl6 (1,37 g, 78 % durante las 3 etapas) como una espuma blanca.

Los datos fisico-quimicos incluian: RMN H (DMSO-dg) 6 ppm 7,99 (d, 1H, H-6, Jes = 7,42 Hz), 7,3-7,1 (m, 3H, CH y
NH-, DO intercambiable), 5,9 (s, 1H, H-1'), 5,75 (d, 1H, H-5, Js5 = 7,43 Hz), 5,43 (s, 1H, OH-2', D20 intercambiable),
5,24 (t, 1H, OH-5'), 5,04 (d, 1H, H-3', J3« = 9,1 Hz), 4,1-4,0 (m, 2H, H-4', CH), 3,8-3,4 (2 m, 2H, H-5', H-5"), 2,2-2,0
(m, 1H, CH), 1,40 (s, 9H, (CHs)3C), 1,0 (s, 3H, CHs), 0,9-0,8 (m, 6H, (CHs).CH); FAB < 0, (GT) m/e 911 (2M - H),
455 (M — HY, 256 (M-Boc-Val), 216 (Boc-Val-OH)", 110 (B); FAB > 0 (GT) 913 (2M + H)*, 457 (M + H)*, 112 (B +
2H)", 57 (CH3)3C)"; FAB < 0 (GT) 911 (2M — HY’, 455 (M — H)", 256 (M-Boc-Val)’, 216 (Boc-Val), 110 (B)".

Ejemplo 17
Preparacion del éster 3'-O-L-valinilico de la p-D-2'-C-metil-citidina (sal de dihidrocloruro), (8):

Una solucion del compuesto (7) (1,32 g, 2,9 mmol) en acetato de etilo desecado (75 ml) se traté con una solucion de
HCl/acetato de etilo al 20% (75 ml). La mezcla de reaccién se agité a la temperatura ambiente durante 2 horas. El
compuesto del titulo, (8), se precipitd en la mezcla de reaccion, y se filtré y se lavé con Et;0 (1,01 g, rendimiento del
81 %).

Las caracteristicas fisico-quimicas incluian: F = 210 °C (pardo), 234-241 °C (fundido); RMN "H (DMSO-ds) & ppm
10,0 (s, 1H, 1/2NH-, DO intercambiable), 8,9-8,6 (2 br s, 4H, 1/2NH-, NH3, D-O intercambiable), 8,42 (d, 1H, H-6, Js.
6 = 7,9 Hz), 6,24 (d, 1H, H-5, Js.6 = 7,9 Hz), 5,84 (s, 1H, H-1"), 5,12 (d, 1H, H-3', J3.4 = 8,8 Hz), 4,22 (d, 1H, H-4, J3.4
= 8,7 Hz), 4,0-3,9 (m, 1H, CH), 3,8-3,5 (m, 2H, H-5', H-5"), 2,3-2,1 (m, 1H, CH), 1,16 (s, 3H, CH3), 1,0 (m, 6H,
(CH3)2CH); FAB > 0 (GT) 713 (2M + H)*, 449 (M + G + H)", 357 (M + H)", 246 (S)", 112 (B + 2H)"; FAB < 0 (GT) 747
(2M + Cl), 483 (M + G + CI), 391 (M + CI), 355 (M — H)’, 116 (Val), 110 (B), 35 (Cl)’, HPLC rt = 7,26 min (gradiente
de CHsN del 0 al 50% en tampon de acetato de trietilamonio a 20 mM programado durante un periodo de 30 min con
una velocidad de flujo de 1 ml/min), Amax = 273,5 nm; UV (H20): Amax = 271 nm (€ 7500), Amin = 249 (€ 5200), As = 234
nm (g 6200).

Ejemplo 18
Sintesis de la B-2'-C-metil-citidina (figura 6):

En la figura 3 se hace referencia a una via sintética alternativa para preparar la p-D-2'-C-metil-citidina. En este
procedimiento, una mezcla de uracilo (2,1 eq.) y BSA (1,1 ml/mmol) en acetonitrilo (7 ml/mmol) se calenté a reflujo
durante aproximadamente 30 minutos. La solucién resultante se calentd con una solucion de 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-
2-C-metil-B-D-ribofuranosa (1) en acetonitrilo (7 ml/mmol), y con SnCls (3,5 eq.). La solucion se calent6 a reflujo
durante aproximadamente 4 horas. La mezcla oscura resultante se diluyé con acetato de etilo (2,5 volimenes de
tolueno), y se traté con NaHCOj3; saturado acuoso y frio a un volumen igual al del acetato de etilo. La mezcla entera
se filtré a través de Celite® y el material solido se lavd con acetato de etilo. La capa organica se separé del filtrado,
se lavo con agua, se lavo con solucion salina, se secé con NaxSO,, y se evapord a baja presion. La cromatografia
en columna de gel de silice con acetato de etilo al 50 % en hexano produjo un rendimiento del 65 % del compuesto
(9), la B-D-2'-, 3'-, 5'-benzoil-2'-C-metil-uridina, como un soélido blanco.

Los grupos benzoilo protectores se retiraron de la B-D-2'-, 3'-, 5'-benzoil-2'-C-metil-uridina (9) mediante la
solubilizacion de (9) en metanol (12,5 ml/mmol) tratado con MeONa (3,3 eq.) y la solucién amarilla resultante se
agitd a temperatura ambiente durante aproximadamente 4,5 horas. La solucién se neutralizé con la adicién de
Dowex H' 50wX4 que se lavd previamente con metanol. Se filtré la mezcla y se extrajo la resina varias veces con
metanol caliente. Los filtrados se combinaron y se evaporaron a baja presion. El residuo se recogioé en agua y se
lavé 3 veces con diclorometano. La capa acuosa se evaporo a baja presion. La cristalizacion desde el agua genero
(10), la B-D-2'-C-metil-uridina, con un rendimiento del 87 %.

A continuacion, una solucion de 3-D-2'-C-metil-uridina (10), 1-metilpirrolidina (1 ml/mmol) y clorotrimetilsilano (3 eq.)
en acetonitrilo (10 ml/mmol) se agité6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 3,5 horas. La solucion se
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enfrié a 0 °C, se tratd con anhidrido trifluoroacético (3 eq.) y se agit6é a la misma temperatura durante 30 minutos. Se
le afiadio el 4-nitrofenol (3 eq.) y la solucién se agitd durante aproximadamente 3 horas. Se par6 la reaccion con la
adicién agua a la solucion, y los solventes se evaporaron a baja presion. El residuo se recogié en diclorometano y se
lavé con NaHCO3 acuoso saturado y agua. La capa organica se evaporoé a baja presion. El residuo bruto se recogio
en dioxano (25 ml/mmol), y se tratdé con una solucion acuosa al 28% de NH4OH (5 ml/mmol). La solucién se calenté
a 50 °C durante una noche. A continuacion, los solventes se evaporaron a baja presion y se realizé la separacion
cromatografica con un gradiente de metanol (del 5 al 20 %) en diclorometano. Esto produjo la B-D-2'-C-metil-citidina
(11), que era el producto deseado, con un rendimiento del 75%. El producto se cristalizé posteriormente en EtOH.

Las fuentes de los reactantes en los ejemplos 5 y 6 incluian:

dimetilacetal de N,N-dimetilformamida de Fluka®, referencia n.° 40271;

N, N-dimetilformamida sobre un tamiz molecular de Fluka®, referencia n.° 40248;
etanol absoluto de Carlo Erba ACS para analisis, referencia n.° 414607;

éter dietilico de Merck®, referencia n.° 1.000921.5000;

tert-butildifenilclorosilano de Avocado®, referencia n.° 12721;

imidazol de Fluka®, referencia n.° 56750;

piridina sobre un tamiz molecular de Fluka®, referencia n.° 82704;
hidrogenocarbonato de sodio de Fluka®, referencia n.° 71628;

sulfato de sodio anhidro de Fluka®, referencia n.° 71960;

acetonitrilo sobre un tamiz molecular de Fluka®, referencia n.° 00695;

N, N-dimetilformamida sobre tamiz molecular de Fluka®, referencia n.° 40248;
N-(tert-butoxicarbonil)-L-valina de Aldrich®, referencia n.° 35,972-6;
4-dimetilaminopiridina de Aldrich®, referencia n.° 10,770-0;

hidrocloruro de N'-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida de Aldrich®, referencia n.° 16,146-2;
fluoruro de amonio de Fluka®, referencia n.° 09742;

metanol destilado sobre sodio;

acetato de etilo destilado sobre pentéxido de difésforo;

cloruro de hidrégeno anhidro de Praxair, referencia n.° 1741100; y

éter dietilico de Merck®, referencia n.° 1.00921.5000.

Realizaciones de la invencion

1. Procedimiento para preparar un éster 3'-O-aminoacidico de nucledsido, que comprende:

(a) conjugar una ribofuranosa opcionalmente sustituida y opcionalmente protegida con una base de nucledsido sin
proteger y un sililante en presencia de un acido de Lewis para formar un nucledsido opcionalmente protegido;

(b) hacer reaccionar opcionalmente el nucledsido protegido de la etapa (a) con un reactante de desproteccion para
generar un nucleosido sin proteger si fuera necesario;

(c) hacer reaccionar opcionalmente el grupo amina del nucleésido protegido o sin proteger si el nucledsido tiene un
grupo amina, con un reactante protector de aminas;

(d) hacer reaccionar opcionalmente el nucledsido protegido o sin proteger con un sililante para generar un
nucledsido 5'-O-silil-protegido;

(e) hacer reaccionar el nucledsido protegido o sin proteger con un derivado de aminoacido protegido con
opcionalmente uno o mas reactantes de conjugacion para formar un éster 3'-O-protegido con el aminoacido;

(f) someter a reflujo opcionalmente el producto de la etapa (€) con un reactante que retira el grupo sililo protector del
5'-C y el grupo formamidina protector de la amina nucleosidica si fuera necesario; y
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(g) hacer reaccionar opcionalmente el producto de la etapa (f) con un reactante que retira el grupo protector
aminoacidico 3'-O-esterificado, con lo que se produce un nucledsido 3'-O-sustituido por esterificacion que puede
estar sustituido o sin sustituir.

2. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 1, en donde en la etapa (a), la ribofuranosa opcionalmente
protegida contiene un grupo metilo en la posicion 2'-C.

3. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (a), el acido de Lewis se selecciona del
grupo que consiste en SnCly, BF3, AICI3, TiCls, FeCls y SnCl..

4. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 3, en donde el acido de Lewis es el SnClj.

5. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (a), el sililante se selecciona del grupo
que consiste en BSA, HMDS, TMSCIl y TBDPSCI.

6. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 5, en donde el sililante es BSA.

7. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (a), en donde la reaccion de conjugacion
se consigue en un solvente que es acetonitrilo.

8. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (b), el agente de desproteccion es
NaOMe o NHa.
9. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (c), el agente protector de aminas se

selecciona del grupo que consiste en dimetilacetal de N, N-dimetilformamida y N-1,1-dimetiltiometilenamina.

10. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 9, en donde el agente protector de aminas es el dimetilacetal de
N, N-dimetilformamida.

11.  Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (d), el sililante se selecciona del grupo
que consiste en TBDPSCI, TMSCl y TBDMSCI.

12. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 11, en donde el sililante es TBDPSCI.
13. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (e) ,el derivado aminoacidico es valinilo.

14.  Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (e), el grupo protector de aminoacido se
selecciona de BOC, -(C=0)-aralquilo, -(C=0)-alquilo o -(C=0)-arilo.

15. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 14, en donde el grupo protector de aminoacido es BOC.

16. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (e), uno de los reactantes de
conjugacion es EDC.

17. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde en la etapa (f), el reactante que retira los sililos es
NH4F.

18.  Procedimiento de acuerdo con la realizacién 1, en donde en la etapa (g), el reactante que retira el grupo
aminoacidico 3'-O-protector por esterificacion es el HCI.

19. Procedimiento para preparar un nucleésido, que comprende las etapas de:

(a) conjugar la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa con la citosina en presencia de BSA y SnCl, para
formar la 4-amino-1-(3,4-dibenzoiloximetil-5-benciloximetil-3-metil-tetrahidrofuran-2-il)-1H-pirimidin-2-ona;

(b) hacer reaccionar la 4-amino-1-(3,4-dibenzoiloximetil-5-benciloximetil-3-metil-tetrahidrofuran-2-il)-1H-pirimidin-2-
ona de la etapa (a) con metoxido de sodio para retirar los grupos benzoilo protectores, con lo que se genera la 4-
amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidin-2-ona;

(c) hacer reaccionar la 4-amino-1-(3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidin-2-ona de la
etapa (b) con el dimetilacetal de N,N-dimetilformamida para proteger el grupo N*-amino, lo que produce la N-[1-(3,4-
dihidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il]- N, N-dimetilformamidina;

(d) hacer reaccionar el nucledsido de cualquiera las etapas b) o c) con el sililante TBDPSCI para generar la N~{1-[5-
(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidrofuran-2-il]-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-dimetil -
formamidina;

(e) hacer reaccionar la N'-{1-[5-(tert-butil-difenil-silaniloximetil)-3,4-dihidroxi-3-metil-tetrahidrofuran-2-il]-2-oxo-1,2-
dihidro-pirimidin-4-il}-N, N-dimetil-formamidina con la N-BOC-L-valina y EDC en diclorometano para generar el 2-tert-
butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(fert-butil-difenil-silaniloximetil)-5-[4-(dimetilamino-metilenamino)-2-oxo-2H-
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pirimidin-1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidrofuran-3-ilo;

(f) retirar el grupo sililo protector y el grupo formamidina del 2-tert-butoxicarbonilamino-3-metil-butirato de 2-(tert-butil-
difenil-silanil-oximetil)-5-[4-(dimetilamino-metilenamino)-2-oxo-2H-pirimidin- 1-il]-4-hidroxi-4-metil-tetrahidrofuran-3-ilo
de la etapa (e) al someter a reflujo el compuesto con NH4F para formar el 2-tert-butoxi-carbonilamino-3-metil-butirato
de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidrofuran-3-ilo; y

(g) retirar el grupo BOC protector del sustituyente 3'-O-valinilico al hacer reaccionar el 2-tert-butoxicarbonilamino-3-
metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilo de la etapa
(f) con HCI para generar el 2-amino-3-metil-butirato de 5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-4-hidroxi-2-hidroximetil-4-
metil-tetrahidro-furan-3-ilo (sal de dihidrocloruro).

20. Procedimiento para preparar una furanosa, que comprende:

(a) hacer reaccionar el CaO acuoso con un éter ciclico que contiene un hidroxilo y un CH>,OH sobre el carbono
adyacente al oxigeno del anillo, con lo que se forma una lactona furanilica;

(b) proteger opcionalmente la lactona furanilica con un grupo protector si fuera necesario;

(c) hacer reaccionar la lactona furanilica opcionalmente protegida con un agente reductor para reducir la lactona a
un grupo hidroxilo, lo que crea un compuesto del producto de la furanosa; y

(d) hacer reaccionar opcionalmente el compuesto del producto de la furanosa con un grupo protector.

21. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 20, en donde el éter ciclico que reacciona con CaO es la D-
fructosa.

22. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde la lactona furanilica es la 2-C-metil-D-
ribonolactona.

23. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde la lactona furanilica protegida es la 2,3,5-tri-O-
benzoil-2-C-metil-D-ribonolactona.

24. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde la furanosa es la 2,3,5,-tri-O-benzoil-2-C-metil-3-D-
ribofuranosa.

25. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde la furanosa protegida es la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-
2-C-metil-B-D-ribofuranosa.

26. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde el grupo protector se selecciona del grupo que
consiste en sililo, benzoilo, p-toluoilo, p-nitrobenzoilo, p-clorobenzoilo, acilo, acetilo, -(C=0)-alquilo y -(C=0)-arilo,
opcionalmente sustituido con uno o mas grupos que no se ven afectados por el agente reductor de la etapa (c).

27. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 26, en donde el grupo protector es benzoilo.

28.  Procedimiento de acuerdo con la realizacién 26, en donde el grupo protector es -(C=0)-alquilo.

29. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde el agente reductor se selecciona del grupo que
consiste en Red-Al/etanol, NaHTe, Smly, H, + catalizador de Pd-fosfina y LiA|(OtBU)3H.

30. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 29, en donde el agente reductor es Red-Al/etanol.

31. Procedimiento de acuerdo con la realizaciéon 20, en donde las reacciones se llevan a cabo en el solvente
seleccionado del grupo que consiste en TEA, DMAP, DME, tolueno y etanol.

32. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 20, en donde la temperatura de la reaccién varia desde
aproximadamente —5 °C a aproximadamente 50 °C para el primer compuesto lacténico producido.

33. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 20, en donde el tiempo total para la sintesis es de
aproximadamente 5 dias a aproximadamente 14 dias.

34. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 33, en donde el tiempo total para la sintesis es de
aproximadamente 5 dias a 10 dias.

35. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 33, en donde el tiempo total para la sintesis es de
aproximadamente 60 horas.

36. Procedimiento que comprende:

(a) hacer reaccionar el CaO acuoso con la D-fructosa durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 25
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horas a una temperatura de unos 23 °C a unos 40 °C;

(b) hacer reaccionar el producto de la etapa (a) con CO; y acido oxalico durante aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 12 horas, para formar la 2-C-metil-D-ribonolactona;

(c) hacer reaccionar la 2-C-metil-D-ribonolactona con cloruro de benzoilo durante aproximadamente 3 horas a
aproximadamente 6 horas para generar la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribonolactona;

(d) reducir la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribonolactona con Red-Al/etanol durante aproximadamente 30 a
aproximadamente 60 minutos a una temperatura de aproximadamente -5 °C a aproximadamente 0 °C para generar
la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa;

(e) benzoilar la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa en el solvente durante aproximadamente 4 horas a
aproximadamente 14 horas a una temperatura de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 50 °C para formar la
1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa; y

(f) aislar opcionalmente la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa.

37. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (a), en donde el tiempo de reaccién es de
aproximadamente 6 a aproximadamente 22 horas.

38. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (a), en donde la temperatura es de aproximadamente
23 a aproximadamente 40 °C.

39. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (c), en donde el solvente es DME.

40. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (c), en donde la reaccion prosigue durante
aproximadamente 4 horas.

41.  Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (d), en donde la reduccién prosigue durante
aproximadamente 40 minutos.

42. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (d), en donde el solvente comprende tolueno.
43. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 36, etapa (e), en donde el solvente comprende DME.

44, Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (e), en donde la temperatura es de aproximadamente
5 a aproximadamente 50 °C, y la reaccion esta funcionando de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 horas.

45. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 36, etapa (f), en donde el aislamiento se realiza mediante los
procedimientos conocidos en la técnica.

46. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 1, en donde la ribofuranosa opcionalmente sustituida y protegida
con benzoilo se prepara mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 20.

47. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 1, en donde la ribofuranosa opcionalmente sustituida y protegida
con benzoilo se preparara mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 36.

48. Procedimiento para preparar una lactona furanilica, que comprende:

(a) hacer reaccionar el CaO acuoso con un éter ciclico que contiene un hidroxilo y un CH>,OH sobre el carbono
adyacente al oxigeno del anillo, con lo que se forma una lactona furanilica.

49, Procedimiento para preparar la 2-C-metil-D-ribonolactona, en donde el procedimiento comprende:

(a) hacer reaccionar el CaO acuoso con la D-fructosa durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 25
horas a una temperatura de aproximadamente 23 °C a aproximadamente 40 °C;

(b) hacer reaccionar el producto de la etapa (a) con CO; y acido oxalico durante aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 12 horas para formar la 2-C-metil-D-ribonolactona.

50. Procedimiento para preparar un compuesto de 2-C-metil-3-D-ribofuranosa opcionalmente protegido, que
comprende:

(a) reducir una 2-C-metil-D-ribonolactona opcionalmente protegida con Red-Al/etanol para obtener una 2-C-metil-3-
D-ribofuranosa opcionalmente protegida.

51. Procedimiento para preparar un nucledsido opcionalmente protegido, que comprende:

(a) conjugar una ribofuranosa opcionalmente sustituida y opcionalmente protegida con una base de nucledsido sin
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proteger y un sililante en presencia de un acido de Lewis para formar un nucledsido opcionalmente protegido.

52. Procedimiento para preparar una -D-2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida, que comprende las etapas
de:

(a) conjugar una 2-C-metil-B-D-ribofuranosa opcionalmente protegida con citosina en presencia de BSA y SnCl, para
formar una 3-D-2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida.

53. Procedimiento para preparar una 2'-C-metil-citidina, que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar la citosina y un activador, opcionalmente en presencia de un acido de Lewis, con una 2-C-metil-
B-D-ribofuranosa opcionalmente protegida para formar una 2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida

NH,
=
o
PO
0. op*
P o
P “or°
o™ ™

en donde cada P', P?, P? y P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;
y a continuacion

(b) desproteger opcionalmente la 2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida de la etapa anterior para formar la 2'-C-
metil-citidina (V1)

NH, NH,

Ny

LA

Plo

si fuera necesario.

54. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 53, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un acilo.

55. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 53, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un benzoilo.

56. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 53, en donde el activador es un sililante.
57. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 56, en donde el sililante es BSA, HMDS, TMSCI o TBDPSCI.

58. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 56, en donde el sililante es BSA.
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59.  Procedimiento de acuerdo con la realizacién 53, en donde la reaccién de la etapa (a) se lleva a término con
un acido de Lewis seleccionado del grupo que consiste en SnCls, BF3, AICl3, TiCly, TiCls, FeCls, SnCl, y cualquier
mezcla de los mismos.

60. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 53, en donde el acido de Lewis es SnCl,.

61. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 53, en donde el procedimiento comprende ademas las etapas de
esterificar la posicion 3' de la 2'-C-metil-citidina con un resto éster.

62. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 61, en donde el resto éster es un aminoacido.
63. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 62, en donde el aminoacido es L-valinilo.

64. Procedimiento para preparar una 2-C-metil-3-D-ribofuranosa opcionalmente protegida, que comprende las
etapas de:

(a) reducir una 2-C-metil-D-ribénico-lactona opcionalmente protegida con un agente reductor

PlO PO o
0 0 OH

_.___.’.
CH, CH,

", S kY
% § %
Z S Z

op’ PO opP*

@ :

en donde cada P, P? y P’es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;

)
N
0

P2

y a continuacion

(b) proteger opcionalmente el compuesto derivado de la ribofuranosa de la etapa anterior para formar una 2-C-metil-
B-D-ribofuranosa opcionalmente protegida

plo o PO
OH 0 op*
__—*
CH, CH,

, s ,
“ o )
% 3 %
“ - ~
Z O3 Z

PO or® P20 oP?

11} av)

en donde P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado.

65. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 64, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un acilo.

66. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 64, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un benzoilo.

67. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 64, en donde el agente reductor es hidruro de sodio y bis(2-
metoxietoxi)aluminio (Red-Al), opcionalmente en un solvente.

68. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 67, en donde el solvente es etanol.

69. Procedimiento para preparar una 2-C-metil-D-ribénico-lactona opcionalmente protegida, que comprende las
etapas de:
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(a) hacer reaccionar la D-fructosa con CaO;

OH
8] HO
OH O o
_—
Sl ) jst CHy
HO i oH §

£ S Z

OH HO OH

D-fructosa 0]

y a continuacion

5 (b) proteger opcionalmente la lactona para formar una 2-C-metil-D-ribénico-lactona opcionalmente protegida

10

15

20

25

HO :20)
_ .
\ st CH; \ et CH,

&
$
§

HO oH PO op

® a
en donde cada P, P? y Pes independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado.

70. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 69, en donde cada P1, p? y P?es independientemente hidrégeno
0 un acilo.

71. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 69 en donde cada P, P? y P’ es independientemente hidrégeno
o un benzoilo.

72. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 69, en donde se utiliza un precipitante para retirar el calcio
generado en la etapa (a).

73. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 72, en donde el precipitante es un acido organico que es mas
fuerte que el acido ribénico.

74. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 73, en donde el acido organico se selecciona del grupo que
consiste en acido oxalico, acido maldénico, acido succinico, acido glutarico, acido adipico, acido subérico, acido
sebacico, acido azelaico, acido maleico, acido acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido acrilico, acido
metacrilico, acido butirico, acido pentanoico, acido hexanoico y acido hexanoico.

75. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 73, en donde el acido organico es acido oxalico.

76. Procedimiento para preparar la 2'-C-metil-D-citidina opcionalmente protegida a partir de la D-fructosa, que
comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar la D-fructosa con CaO para obtener una 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona;

CH;

no™”

al
Nl
o\

OH

D-fructosa )
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(b) proteger opcionalmente la lactona para formar una 2-C-metil-D-ribénico-lactona opcionalmente protegida, si fuera
necesario;

HO ' P'o

CH3 : CH3

s
%,
/7
s
]

HO OH PO op?

@ a

en donde cada P, P? y Pes independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;

5 (c) hacer reaccionar la 2-C-metil-D-ribonico-lactona opcionalmente protegida con un agente reductor;

Plo PO
o 0 © OH
—_—
h - CH,3 R e CH;
& %, & %
PO o P20 P
o (§11))

en donde cada P, P? y P’es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;

(d) proteger opcionalmente el compuesto derivado de la ribofuranosa de la etapa anterior para formar una 2-C-metil-
B-D-ribofuranosa opcionalmente protegida, si fuera necesario,

PO plo o
0 OH op?

—_—
: P CH3 . ' o ! s D CH3
»o “op =l %op
10 (D o

en donde la P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;

(e) hacer reaccionar la 2-C-metil-B-D-ribofuranosa opcionalmente protegida con la citosina y un activador,
opcionalmente en presencia de un acido de Lewis, para formar una 2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida
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o

%
O,
o¥
%
o
2
o
<

™ ®

en donde cada P', P?, P? y P* es independientemente hidrégeno o un grupo protector de oxigeno adecuado;
y a continuacion

(f) desproteger opcionalmente la 2'-C-metil-citidina opcionalmente protegida para formar la 2'-C-metil-citidina
opcionalmente protegida

NH, NH,
[ P | \/L
NAD N 0
) HO
Hy ' H,C
O —_— O~
p? P’ H OH

si fuera necesario.

77. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 76, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un acilo.

78. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 76, en donde cada P1, P2, p? y P* es independientemente
hidrégeno o un benzoilo.

79. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 76, en donde el activador es un sililante.
80. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 79, en donde el sililante es BSA, HMDS, TMSCI o TBDPSCI.
81. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 79, en donde el sililante es BSA.

82.  Procedimiento de acuerdo con la realizacion 76, en donde la reaccion de la etapa (e) se lleva a cabo con un
acido de Lewis seleccionado del grupo que consiste en SnCls, BF3, AICls, TiCly, TiCls, FeCls, SnCl; y cualquier
mezcla de los mismos.

83. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 82, en donde el acido de Lewis es el SnClj.

84. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 76, en donde el agente reductor es el hidruro de sodio y bis(2-
metoxietoxi)aluminio (Red-Al), opcionalmente en un solvente.

85. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 84, en donde el solvente es etanol.
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86. Procedimiento de acuerdo con la realizacién 76, en donde el procedimiento comprende ademas las etapas de
esterificar la posicion 3' de la 2'-C-metil-citidina con un resto éster.

87. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 86, en donde el resto éster es un aminoacido.

88. Procedimiento de acuerdo con la realizacion 87, en donde el aminoacido es L-valinilo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de un compuesto de 2-C-metil-D-ribofuranosa opcionalmente protegido,
que comprende:

(a) hacer reaccionar la D-fructosa con CaO en agua para obtener una 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona;

(b) proteger opcionalmente la 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona con un grupo protector para formar la 2,3,5-
(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-metil-D-ribdnico-y-lactona;

(c) hacer reaccionar la 2,3,5-(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-metil-D-rib6nico-y-
lactona con un agente reductor seleccionado del grupo que consiste en Red-Al, NaHTe, Smly, Hz y un catalizador
de Pd-fosfina, y LiAI(O'Bu)sH para reducir la lactona a un grupo hidroxilo, y formar un compuesto de 2,3,5-
(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-metil-D-ribofuranosa; y

(d) proteger opcionalmente el compuesto de 2,3,5-(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-
metil-D-ribofuranosa con un grupo protector para formar la 1,2,3,5-(protegidos de forma independiente y de forma
optativa)-2-C-metil-3-D-ribofuranosa.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la 2,3,5-(protegidos de forma independiente y de
forma optativa)-2-C-metil-D-ribénico-y-lactona es la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribonico-y-lactona, y el compuesto
de 2,3,5-(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-metil-D-ribofuranosa es la 2,3,5,-tri-O-benzoil-
2-C-metil-B-D-ribofuranosa.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la 1,2,3,5-(protegidos de forma independiente y
de forma optativa)-2-C-metil-B-D-ribofuranosa es la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el grupo protector se selecciona del grupo que
consiste en sililo, benzoilo, p-toluoilo, p-nitrobenzoilo, p-clorobenzoilo, acilo, acetilo, -(C=0)-alquilo y -(C=0)-arilo,
opcionalmente sustituido con uno o mas grupos que no se ven afectados por el agente reductor de la etapa (c); o el
grupo protector es benzoilo; o el grupo protector es -(C=0)-alquilo.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la temperatura de reaccion de la etapa (a) varia
desde -5 °C a 50 °C.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tiempo total para la preparacion de la 1,2,3,5-
(protegidos de forma independiente y de forma optativa)-2-C-metil-B-D-ribofuranosa es de 5 dias a 14 dias; de 5 dias
a 10 dias; o 60 horas.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:
a) hacer reaccionar el CaO acuoso con la D-fructosa;

b) hacer reaccionar el producto de la etapa (a) con CO; y acido oxalico para formar la 2-C-metil-D-ribénico-y-
lactona;

(c) hacer reaccionar la 2-C-metil-D-ribénico-y-lactona con cloruro de benzoilo para generar la 2,3,5-tri-O-benzoil-
2-C-metil-D-ribénico-y-lactona;

(d) reducir la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-D-ribonico-y-lactona con un agente reductor seleccionado del grupo
que consiste en NaHTe, Sml,, H> y un catalizador de Pd-fosfina, y LiA|(OtBU)3H para generar la 2,3,5-tri-O-
benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa;

€) benzoilar la 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-B-D-ribofuranosa en el solvente para formar la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-
2-C-metil-B-D-ribofuranosa; y

f) aislar opcionalmente la 1,2,3,5-tetra-O-benzoil-2-C-metil-3-D-ribofuranosa.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (a), en donde el tiempo de reaccion es de 5 a 25
horas.
9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (a), en donde la temperatura es de 23 al 40 °C.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (c), en donde el solvente es 1,2-dimetoxietano.

1. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (c), en donde la reaccion dura de 3 a 6 horas.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (d), en donde la reduccion dura de 30 a 60 minutos.
13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (d), en donde el solvente comprende tolueno.
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14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (e), en donde el solvente comprende 1,2-
dimetoxietano.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, etapa (e), en donde la temperatura es de 0 a 50 °C.
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