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DESCRIPCION
PROCEDIMIENTO PARA EL TRATAMIENTO DE INFECCIONES POR POXVIRUS

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud provisional de EE.UU. n° 61/272.252 presentada el 4 de
septiembre de 2009.

AMBITO
La presente solicitud se refiere a iminoazicares y a procedimientos para el tratamiento de infecciones viricas con

iminoazucares y, en particular, a iminoazucares para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de infecciones viricas
causadas por, o0 asociadas a, un virus perteneciente a la familia Poxviridae.

RESUMEN

Una forma de realizacién es un compuesto de la férmula:

R , 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un

procedimiento para tratar o prevenir en un sujeto una enfermedad o una afeccién causada por, o asociada a, un virus
perteneciente a la familia Poxviridae, en la que R se selecciona de entre grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos alquilo sustituidos o no sustituidos, grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos; o grupos arilo sustituidos o no
sustituidos; o en la que R es

XXy

—R—Y—7Z X,

Xs X4

R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;
X1.5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 o NHy;
Y esta ausente o es un grupo alquilo C4 sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condicion de que cuando Z es un enlace, Y esta ausente, y con la
condicion de que cuando Z es NH, Y es un grupo alquilo C1 sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo;

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

DIBUJOS

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

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

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

La Figuras 4A - C se refieren a la sintesis de N-(9-metoxinonil) desoxinojirimicina. En particular, la Figura 4A ilustra la
preparacion de 9-metoxi-1-nonanol; la Figura 4B ilustra la preparacion de 9-metoxi-1-nonanal; la Figura 4C ilustra la
sintesis de N-(9-metoxinonil) desoxinojirimicina.

La Figura 5 presenta los datos quirurgicos in vivo para ratones infectados con el virus de la viruela vacuna.
La Figura 6 presenta los datos de seguridad in vivo para UV-4 y UV-5.

DESCRIPCION DETALLADA

Solicitudes relacionadas

Los siguientes documentos patentes pueden ser Utiles para la comprension de la presente desvelacion:
1) patente de EE.UU. n° 6.545.021;
2) patente de EE.UU. n° 6.809.803;
3) patente de EE.UU. n® 6.689.759;
4) patente de EE.UU. n° 6.465.487;
5) patente de EE.UU. n°® 5.622.972;
6) solicitud de patente de EE.UU. n° 12/656.992 presentada el 22 de febrero de 2010;
7) solicitud de patente de EE.UU. n° 12/656.993 presentada el 22 de febrero de 2010;
8) solicitud de patente de EE.UU. n° 12/813.882 presentada el 11 de junio de 2010;
9) solicitud provisional de patente de EE.UU. n° 61/282.507 presentada el 22 de febrero de 2010;
10) solicitud provisional de patente de EE.UU. n® 61/272.252 presentada el 4 de septiembre de 2009;
11) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/272.253 presentada el 4 de septiembre de 2009;
12) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/272.254 presentada el 4 de septiembre de 2009;
13) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/282.508 presentada el 22 de febrero de 2010;
14) solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/353.935 presentada el 11 de junio de 2010.
Algunos otros documentos relevantes incluyen:

El documento WO 95/22975, que desvela un procedimiento para el tratamiento de un mamifero infectado por el virus
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respiratorio sincitial virus (RSV) que combina la administracion al mamifero o de una cantidad eficaz inhibidora del RSV
de un compuesto o de su sal farmacéuticamente aceptable de formula (1), en la que R1 es alquilo, arilo, aralquilo, aroilo
o acilo, y R2, R3, R4 y R5 son H o acilo.

Antiviral Chemistry and Chemotherapy 18: 49 - 59 desvela la actividad antivirica de compuestos de iminociclitol con un
grupo de cabeza de deoxinojirimicina (DNJ) y bien una cadena de alquilo lineal o bien un grupo alquilcicloalquilo unido al
atomo de nitrégeno se ha ensayado in vitro frente a multiples virus con cubierta.

Virology 181, 180 - 192 (1991) desvela que un inhibidor de la alfa-glucosidasas | y Il, la N-butil-DNJ (NB-DNJ) retrasar la
diseminacion del VIH-I y del SIVmac en linfocitos y monocitos mediante la disminucién de la infectividad del virus, y
también causo una reduccion en la formacion de sincitios entre células infectadas y linfocitos no infectados. La NB-DNJ
retrasar procesado de la cubierta desde la forma precursora hacia la superficie madura (SU) y las proteinas
transmembranales en las células infectadas por el VIH-1 y el SIVmac, asi como en células infectadas por el virus de
Vaccinia recombinante con la cubierta del VIH-1. Sin embargo, no se observa una reduccion significativa en la cantidad
de SU en las particulas de virus liberadas, aunque las asociadas a las particulas de SU procedentes de células tratadas
con la NB-DNJ tiene una movilidad electroforética alterada. Por el contrario, la NB-DNJ no tuvo ningun efecto sobre la
sintesis el procesado de proteinas de GAG. Estos hallazgos demuestran un requisito clinico de procesado de
oligosacaridos por las alfa-glucosidasas | y Il para el procesado y la fusogenicidad de la cubierta del VIH-I y del SIVmac.

Finalmente, en el documento EP 0494850 se desvelan derivados O-acilados de |,5-didesoxi-l,5-imino-D-glucitol que
contienen un radical N-alquilo o N-aroilo en el que entre uno y cuatro de los grupos hidroxilo libres estan O-acilados con
radicales carboxilicos de alcanoilo seleccionados de entre el grupo que consiste en @,o,w-trifluoro alcanoilo con entre
tres y ocho atomos de carbono, grupos carboxilicos de cicloalcanoilo con entre cuantro y ocho atomos de carbono y
grupos carboxilicos de alcanoilo aciclico con entre dos y diez atomos de carbono, en los que el radical N-aroilo se elige
de entre el grupo que consiste en p-decilbenzoilo, 3-(p-clorofenoxi)-propanoilo, 2-(acetiloxi)benzoilo, [1,1'-bifenil]-4-
ilcarbonilo, 2-tiofenoacetilo, trans-3-furanacriloilo, 3-metoxifenilacetilo y 3-(trifluorometil)benzoilo, y en los que el N-
alquilo contiene entero uno y catorce atomos de carbono, con la condicion de que cuando N-alquilo contiene entre uno y
cinco atomos de carbono, los grupos O-acilados son w,w,w-trifluoro alcanoilo o cicloalcanoilo carboxilico.

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

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

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

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

Desvelacion

Los presentes inventores descubrieron que ciertos iminoazucares, tales como los derivados de la desoxinojirimicina,
4
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pueden ser eficaces contra virus pertenecientes a la familia Poxviridae.

En particular, dichos iminoazucares pueden ser utiles en un procedimiento para el tratamiento y/o la prevencion de una
enfermedad o una afeccién causada por, o asociada a, un virus perteneciente a la familia Poxviridae.

La familia Poxviridae incluye la subfamilia Chordopoxviridae y la subfamilia Entomopoxviridae. La subfamilia
Chordopoxviridae incluye el género Orthopox, el género Parapox; el género Aviropox; el género Capripoxvirus; el género
Leporipoxvirus; el género Suipoxvirus; el género Molluscipoxvirus y el género Yatapox. La subfamilia Entomopoxviridae
incluye los Entomopoxviruses A, B y C. Los virus de los géneros ortopox, parapox, yatapox y molluscipox pueden
infectar a seres humanos.

Los virus pertenecientes al género Orthopoxvirus de la familia Poxviridae, es decir, los ortopoxvirus, incluyen los virus
Buffalopox; los virus Camelpox; los virus Cowpox; los virus Ectromelia; los virus Monkeypox; los virus Rabbitpox; los
virus Raccoonpox; los virus Sealpox; los virus Skunkpox; los virus Taterapox; el virus de la enfermedad de Uasin Gishu;
los virus Vaccinia; los virus Variola; y los virus Volepox.

Las enfermedades causadas por, o asociadas a, ortopoxvirus incluyen viruela del bufalo; viruela de los camélidos;
viruela vacuna; ectromelia infecciosa (causada por el virus Ectromelia); viruela de los simios; viruela del conejo, también
conocida como sindrome de conejo verde; viruela del mapache; viruela de los pinnipedos; viruela por Skunkpox; viruela
por Taterapox; enfermedad de Uasin Gishu; viruela; y viruela por Volepox.

Los virus pertenecientes al género Parapox de la familia Poxviridae, es decir, los parapoxvirus, incluyen el virus del
ectima contagioso, el virus paravacuno y el virus de la estomatitis papular bovina.

Las enfermedades causadas por, o asociadas a, parapoxvirus incluyen el ectima contagioso, la paravacuna y la
estomatitis papular bovina.

Los virus pertenecientes al género Yatapox de la familia Poxviridae, es decir, los yatapoxviruses, incluyen el virus
tanapox y el virus yaba de tumores de monos.

El virus Molluscum contagiosum es un ejemplo de un virus molluscipox, es decir, un virus perteneciente al género
Molluscipox de la familia Poxviridae.

En muchas formas de realizacion, el iminoazicar puede ser desoxinojirimicina N-sustituida. En algunas formas de
realizaciéon, como la desoxinojirimicina N-sustituida puede ser un compuesto de la siguiente formula:

W,0
W0
//,,,": \\\\\\OWB
ow,
N
R

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

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

En algunas formas de realizacion, R puede ser grupos alquilo sustituidos o no sustituidos y/o grupos oxaalquilo
sustituidos o no sustituidos que comprenden de 1 a 16 atomos de carbono, de 4 a 12 atomos de carbono o de 8 a 10
atomos de carbono. El término "oxaalquilo" se refiere a un derivado de alquilo, que puede contener de 1 a5, 0de 1 a 3,
o de 1 a 2, atomos de oxigeno. El término "oxaalquilo" incluye derivados de alquilo terminados en hidroxi y terminados
en metoxi.
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En algunas formas de realizacion, R puede seleccionarse de entre, pero no se limita a -(CHz2)sOCHa,-(CH2)sOCH2CHg, -
(CH2)60(CHz2)2CH3, -(CH2)60(CH2)3sCHs, -(CH2)20(CHz)sCHs, -(CH2)20(CH2)sCHs; -(CH2)20(CHa2)7CH3; -(CH2)e-OH; -
(CH2)9OCHs.

En ciertas formas de realizacion, R puede ser ramificado o no ramificado, un grupo alquilo sustituido o no sustituido. En
ciertas formas de realizacion, el grupo alquilo puede ser un grupo alquilo de cadena larga, que puede ser un grupo
alquilo C6-C20; un grupo alquilo C8-C16; o un grupo alquilo C8-C10. En algunas formas de realizacion, R puede ser un
grupo oxaalquilo de cadena larga, es decir, un grupo alquilo de cadena larga que puede contener de 1a5,o0de1a3, 0
de 1 a 2, atomos de oxigeno.

En algunas formas de realizacion, R puede tener la siguiente formula

Xy X

—RI_Y_Z X3

Xs X4

, en la que Ry es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;
X1.5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 o NHy;
Y esta ausente o es un grupo alquilo C4 sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

Z se selecciona de entre un enlace o NH; con la condicion de que cuando Z es un enlace, Y esta ausente, y con la
condicion de que cuando Z es NH, Y es grupo alquilo C1 sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo;

En algunas formas de realizacion, Z es NH y R4-Y es un grupo alquilo sustituido o no sustituido, tal como un grupo
alquilo C2-C20 o un grupo alquilo C4-C12 o un grupo alquilo C4-C10.

En algunas formas de realizacion, X; es NO, y X3 es Ns. En algunas formas de realizacion, cada uno de X3, X4 y Xs €s
hidrégeno.

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

En algunas formas de realizacion, el iminoazucar puede ser uno de los compuestos presentados en la Figura 1.

Los procedimientos para la sintesis de los derivados de la desoxinojirimicina se desvelan, por ejemplo, en las patentes
de EE.UU. N* 5.622.972, 5.200.523, 5.043.273, 4.994.572, 4.246.345, 4.266.025, 4.405.714, y 4.806.650, y en la
publicacion de la solicitud de Patente de EE.UU. n° 2007/0275998.

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

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

En algunas formas de realizacion, el iminoazicar puede usarse como parte de una composicion que comprende
adicionalmente un portador farmacéuticamente aceptable y/o un componente Util para la administracion de la
6
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composicion a un animal. En la técnica se conocen numerosos portadores farmacéuticamente aceptables utiles para la
administracion de composiciones a un ser humano, y componentes Utiles para la administracién de la composicion a
otros animales tales como ganado. La adicion de dichos portadores y componentes a la composiciéon de la invencion
esta en el nivel del experto habitual en la técnica.

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

En otras formas de realizaciéon mas, la desoxinojirimicina N-sustituida puede administrarse con uno o mas compuestos
antiviricos adicionales.

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

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

Los animales que pueden estar infectados con poxvirus incluyen mamiferos, incluyendo bévidos, tales como bufalos,
ovejas, cabras y ganado (vacas); camellos; roedores, tales como ratones, topillos y jerbos; lepéridos, tales como
conejos y liebres; mapaches; focas; mofetas; équidos, incluyendo caballos; primates, incluyendo monos y seres
humanos.

La cantidad de iminoazicar administrada a un animal en los procedimientos de la invencion puede ser una cantidad
eficaz para inhibir la morfogénesis de un poxvirus. El término "inhibir", segun se usa en este documento, puede referirse
a una reduccion y/o a una eliminacion detectable de una actividad biolédgica mostrada en ausencia del iminoazucar. El
término "cantidad eficaz" puede referirse a aquella cantidad del iminoazlcar necesaria para conseguir el efecto indicado.
El término "tratamiento”, segun se usa en este documento, puede referirse a la reduccion o al alivio de los sintomas en
un sujeto, a evitar los sintomas en un sujeto, a prevenir el empeoramiento o la progresion de los sintomas, a la
inhibicion o a la eliminacion del agente causal, a la prevencién de la infeccion o de la alteracion relacionada con el
poxvirus en un sujeto que esta exento de los mismos.

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

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

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

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

Las formas de realizacion descritas en este documento se ilustran adicionalmente mediante, aunque en modo alguno se
limitan a, los siguientes ejemplos de trabajo.

Ejemplos de trabajo
1. Sintesis de N-nonil DNJ

Tabla 1. Materiales para la sintesis de NN-DNJ

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

Procedimiento: se cargé un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético con
DNJ (500 mg), etanol (100 ml), nonanal (530 mg) y acido acético (0,5 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se calentd a 40 - 45 °C y se agité durante 30 - 40 minutos en nitrdgeno. La mezcla de reaccion se enfrio hasta
la temperatura ambiente y se afiadié Pd/C. El matraz de reaccion se evacué y se sustituyd por gas hidrégeno en un
globo. Este proceso se repitio tres veces. Finalmente, la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
una noche. El progreso de la reaccion se controlé6 mediante TLC (Nota 1). La mezcla de reaccion se filiré a través de
una capa de Celita y se lavé con etanol. El filtrado se concentré a vacio para conseguir el producto en bruto. El producto
en bruto se purifico mediante cromatografia en columna (gel de silice de 230 - 400 de malla). Se us6 un gradiente de
disolvente de metanol en diclorometano (10 - 25 %) para eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar el producto puro (420 mg). La
finalizacion de la reaccién se controlé mediante cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel
de silice en capa fina; eluyente; metanol:diclorometano = 1:2

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

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

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

Procedimiento: se cargd un matraz de 500 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético con
1,6-hexanodiol (6,00 g), terc-butoxido de potasio (5,413 g) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitd
durante una hora y después se afadio 1-yodopropano (8,63 g). La mezcla de reaccioén se calentd a 70 - 80 °C y se agitd
durante una noche. El progreso de la reaccién se controlé mediante TLC (Nota 1). Una vez finalizada la reaccion se
afiadié agua a la mezcla de reaccion y se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se
concentraron a vacio para conseguir el producto en bruto. El producto en bruto se disolvié en diclorometano y se lavo
con agua, y después con salmuera, se seco sobre sulfato sédico. La capa organica se concentrd a vacio para conseguir
el producto en bruto. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna usando gel de silice de 230 -
400 de malla. Se us6 un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10 - 45 %) para eluir el producto desde
la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se concentraron a vacio
para dar 6-propiloxi-1-hexanol puro (lote D-1029-048, 1,9 g, 25 %). La finalizacion de la reaccidon se controld mediante
cromatografia en capa fina (TLC); (eluyente: 60 % de acetato de etilo en hexanos).

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

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

Nombre Cantidad
6-Propiloxi-1-hexanol 1,00 g
PDC 4,70 g
Celita 1,00 g
NaOAc 100 mg
CHxCl, 10 ml

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

2c Sintesis de N-7-oxadecil-DNJ

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

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

Procedimiento: se cargé un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético con
DNJ (500 mg), etanol (15 ml), 6-propiloxi-1-hexanal (585 mg) y acido acético (0,1 ml) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se calentd a 40 - 45 °C y se agité durante 30 - 40 minutos en nitrogeno. La mezcla de reaccion se
enfrié6 hasta la temperatura ambiente y se afnadié Pd/C. El matraz de reaccién se evacud y se sustituyd por gas
hidrégeno en un globo. Este proceso se repitio tres veces. Finalmente, la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante una noche. El progreso de la reaccién se controlé mediante TLC (Nota 1). La mezcla de reaccion se
filtré a través de una capa de Celita y se lavé con etanol. El filirado se concentrd a vacio para conseguir el producto en
bruto. El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (gel de silice de 230 - 400 de malla). Se uso
un gradiente de disolvente de metanol en diclorometano (10 - 40 %) para eluir el producto desde la columna. Todas las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar el producto puro.
(Lote: D-1029-052 (840 mg). La finalizacion de la reaccion se control6 mediante cromatografia en capa fina (TLC);
(eluyente: 50 % de metanol en diclorometano).

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

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

Nombre Cantidad
1,9-nonanodiol 10,0g
Sulfato de dimetilo 41,39g
Hidréxido sodico 50g
DMSO 100 ml

Procedimiento: se cargd un matraz de 500 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y
barra de agitacion con 1,9-nonanodiol (10,00 g, 62,3 mmol) en dimetilsulféxido (100 ml) y H,O (100 ml). A esto se
afadié lentamente una disoluciéon de hidroxido sédico (5,0 g, 125,0 mmol) en H;O (10 ml) a temperatura ambiente.
Durante la adicion del hidréxido sédico la mezcla de reaccion gener6 calor y la temperatura ascendié hasta ~ 40 °C. La
mezcla se agitdé durante una hora y después se afiadié sulfato de dimetilo (16,52 g, 131 mmol) en cuatro porciones
manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccion a ~ 40 °C. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante una noche. El progreso de la reaccion se controld6 mediante TLC (Nota 1). El control mediante TLC
indicé que la reaccion tenia una conversion del 25 %. En esta etapa se afadio sulfato de dimetilo adicional (24,78 g,
196,44 mmol) y la mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h adicionales. Después de finalizar la
reaccion, se afiadié hidroxido sodico (disolucion al 10 % en agua) a la mezcla de reaccién para ajustar el pH de la
disolucién a 11 - 13. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 2 h y se extrajo con diclorometano (3 x 100 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con H>O (200 ml) y salmuera (150 ml), se secaron sobre sulfato sédico
anhidro (20 g), se filtraron y se concentraron a vacio para obtener un producto en bruto (14 g). El producto en bruto se
purificd mediante cromatografia en columna mediante el uso de gel de silice de 250 - 400 de malla. Se us6 un gradiente
de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10 - 50 %) para eluir el producto desde la columna. Todas las fracciones
que contenian el producto puro deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar 9-metoxi-1-nonanol puro
(lote D-1027-155, 2,38 g, 21,9 %). La finalizacion de la reaccién se controlé mediante cromatografia en capa fina (TLC)
mediante el uso de una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 60 % de acetato de etilo en hexanos.

3b Preparacion de 9-metoxi-1-nonanal
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Tabla 6. Materiales para la preparacion de 9-metoxi-1-nonanal

Nombre Cantidad
9-metoxi-1-nonanol 1,0g
PDC 479
Tamices moleculares, 3A 1,0g
NaOAc 0,19
CHxCl, 10 ml

Procedimiento: se cargd un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y barra
de agitaciéon con 9-metoxi-nonanol (1,0 g, 5,9 mmol), diclorometano (10 ml), tamices moleculares (1,0 g, 3 A), acetato
sodico (0,1 g) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente en una atmésfera de
nitrégeno durante 5 minutos. La mezcla de reaccion se cargé con dicromato de piridinio (4,7 g, 12,5 mmol) y se agité
durante una noche. El progreso de la reaccion se controld6 mediante TLC (Note 1). Después de finalizar la reaccion, la
mezcla de reaccion se filtr6 a través de un lecho de gel de silice (~ 15 g). El filtrado se evaporo a vacio para obtener un
compuesto en bruto. Esto se purifico6 mediante cromatografia en columna mediante el uso de una columna de gel de
silice (250 - 400 de malla, 40 g). Se usé un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexano (10 - 50 %) para eluir
el producto desde la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se
concentraron a vacio para dar 9-metoxi-nonanal puro (lote D-1027-156, 553 mg, 54,4 %). La finalizacion de la reaccion
se control6 mediante cromatografia en capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel de silice en capa fina;
eluyente: 60 % de acetato de etilo en hexanos.

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

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

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

Procedimiento: se cargd un matraz de 50 ml de fondo redondo de un cuello, equipado con un agitador magnético y barra
de agitacion con DNJ (300 mg, 1,84 mmol), etanol (20 ml), 9-metoxi-1-nonanal (476 mg, 2,76 mmol) a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se agité durante 5 - 10 minutos en nitrégeno y se afadié Pd/C a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se evacud y se sustituyd por gas hidrégeno mediante el uso de un globo. Este proceso
se repitié tres veces y después la mezcla de reaccidon se agitdé en hidrégeno atmosférico a temperatura ambiente. El
progreso de la reaccion se controld6 mediante TLC (Nota 1). La mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de
Celita y se lavo con etanol (20 ml). El filtrado se concentrd a vacio para conseguir un producto en bruto. El producto en
bruto se purificd mediante cromatografia en columna mediante el uso de gel de silice de 250 - 400 de malla (20 g). Se
uso6 un gradiente de disolvente de metanol en acetato de etilo (5 - 25 %) para eluir el producto desde la columna. Todas
las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar un sélido de
color blanquecino. El sélido se trituré en acetato de etilo (20 ml), se filtrd y se secé a alto vacio para dar un sélido de
color blanco [lote: D-1027-158 (165,3 mg, 28,1 %). La finalizacion de la reaccion se controlé6 mediante cromatografia en
capa fina (TLC) mediante el uso de una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 50 % de metanol en diclorometano.

4. Efectos de los iminoazucares contra el virus de Vaccinia

La Tabla 7 proporciona los datos de la inhibicion de la infectividad del virus de Vaccinia para NB-DNJ (UV-1), NN-DNJ
(UV-2), N7-O-DNJ (UV-3), N9-DNJ (UV-4) y NAP-DNJ (UV-5).
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Tabla7?.

Compuesto CI50, uM
Uv-1 90

uv-2 21

Uv-3 7

uv-4 59

uv-5 3

Procedimiento. Los compuestos se cribaron para comprobar la inhibicion de la generaciéon de virus infecciosos, se
realizé sobre los compuestos UV a unas concentraciones desde 4 uM hasta 250 uM. Se evalud la cepa del ortopoxvirus
Vaccinia NYCBOH para comprobar la inhibicion del virus. Células BSC-40 (linea celular epitelial de rifién de mono de
Vervet) obtenidas en la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia). Las células se cultivaron en 1x
de medio de Eagle modificado (MEM, Gibco) complementado con un 5 % de suero bovino fetal, L-glutamina 2 mM, 100
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina en placas de 24 pocillos de fondo plano con el cultivo celular tratado a
37 °C en una estufa de incubacion con un 5 % de CO2 durante 24 h o hasta una confluencia del 80 % antes del ensayo.
Las células se pretrataron con los compuestos a una concentracion final del 0,5 % de DMSO durante 1 h, seguido de la
adicién de inoculos de virus en EMEM con un 5 % de FBS. Tres dias después se recogieron los sobrenadantes que
contenian el virus y se realizaron diluciones de 10 veces de los sobrenadantes que contenian el virus en un ensayo de
virus en placa. Para la valoracién se usaron placas de 12 pocillos con células BSC-40 confluyentes al 80 % en medio de
crecimiento. Los sobrenadantes viricos se diluyeron desde 10 hasta 10 y se afiadieron a las células y se incubaron a
37 °C durante 1 hora con agitacion cada 5 - 10 minutos. El medio de infeccion virica se aspird y se sustituyé por 1 ml de
agarosa de fusion baja al 2 % precalentada en una mezcla 1:1 con 2X de MEM (concentracion final de suero bovino
fetal del 5 %) y se incubo a 37 °C, con un 5 % de CO; durante 2 dias seguido de una visualizacién de la placa mediante
una tincién con rojo neutro.

EJEMPLO 5

El estudio evalué la eficacia del compuesto de iminoazucar, UV-4, para promover la supervivencia de ratones expuestos
a Cowpox Brighton. Este compuesto se ensay6 previamente tanto in vitro (CC50 DE 125 hasta > 2.000 uM) como in vivo
(no se observo pérdida de peso ni efectos adversos en multiples estudios con ratones) y demostré que posee una baja
toxicidad. En este estudio el compuesto se administr6 como un farmaco libre disuelto en agua. EI compuesto UV-4 fue
administrado por via oral (2x al dia por sonda intragastrica - IG) durante un numero total de 10 dias después de iniciar la
dosificacion del compuesto. Los animales de estudio fueron infectados intranasalmente con cowpox brighton con ~1
DL90 (1.00e6 ufp/raton) 1 hora después de la primera dosis de UV-4.

Procedimientos:
Infeccion: se anestesiado en ratones hembra BALB/C de 4 - 6 semanas de edad con isofluoreno antes de la inoculaciéon
intranasal de 100 pl de Cowpox Brighton (Donde obtuviste esta cepa? Esta disponible publicamente?) a una

concentracion de 1 x DL90.

Dosificacion: 2X por dia, a los ratones (n = 10) se les administraron por sonda 100 ul de la dilucién del compuesto
(preparada en H20). Los tratamientos duraron 10 dias.

Resultados:
Tabla 8.
Dias tras la infeccion Control + H2O, % UV-4, 0,2 mg, %
0 100 100
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10 70 100

11 30 70

La Figura 5 muestra los datos de supervivencia para los ratones que fueron infectados con una dosis de 1 x DL90 de
cowpox brighton y se les administré 3x al dia durante 10 dias bien agua (grupo de control) o bien UV-4 (grupo tratado).
La Tabla 8 muestra un porcentaje de los ratones supervivientes en a) el grupo de control tratado con agua y b) el grupo
tratado con UV-4 en los dias indicados en la columna de la izquierda. Cada uno de los grupos de control y tratado
incluyeron 10 ratones.

Anadlisis de Kaplan-Meier de los grupos de control y tratado con UV-4. Los analisis del orden logaritmico (Mantel Cox)
indican los valores de p entre los grupos. Un valor de p de < 0,05 indica significacion. El valor de P para los ratones con
0,2 mg de UV-4 es 0,046.

EJEMPLO 6
Estudio de seguridad del iminoazucar

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

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

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

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

1. Un compuesto de la formula:
W50
w9
/
//,”l, \\\\\\OWS
oW,
N
R

» 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un
procedimiento para tratar o prevenir en un sujeto una enfermedad o una afeccidon causada por, o asociada a, un virus
perteneciente a la familia Poxviridae, en la que R se selecciona de entre grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos,
grupos alquilo sustituidos o no sustituidos, grupos cicloalquilo sustituidos o no sustituidos o grupos arilo sustituidos o no
sustituidos; o en la que R es

R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;
X1.5 se seleccionan independientemente de entre H, NO2, N3 o NHy;
Y esta ausente o es un grupo alquilo C4 sustituido o no sustituido, distinto a carbonilo; y

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

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

2. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en el que cada uno de W1, W5, W3 y W4 es hidrégeno.

3. El compuesto para el uso de la reivindicacién 1 o de la reivindicaciéon 2, en el que R se selecciona de entre
grupos oxaalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos, grupos cicloalquilo sustituidos
0 no sustituidos, y grupos arilo sustituidos o no sustituidos.
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4, El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, en el que R es un grupo oxalquilo C6-
C12 o un grupo alquilo C6-C12.

5. El compuesto para el uso de la reivindicacion 4, en el que R es un grupo oxalquilo C8-C10 o un grupo alquilo
C8-C10.
6. El compuesto para el uso de la reivindicaciéon 1, en el que dicho compuesto es (i) N-(9-metoxinonil)

desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; (ii) N-(N-{4'-azido-2'-nitrofenil}-6-aminohexil)
desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; (iii) N-(7-oxadecil) desoxinojirimicina o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma; o (iv) N-nonil desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma.

7. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en el que R es
X, X,

—R—Y—2Z X3
Xs X4
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8. El compuesto para el uso de la reivindicacion 7, en el que X; es NO2 y X3 es Na.

9. El compuesto para el uso de la reivindicacion 7, en el que cada uno de X, Xs y Xs es hidrégeno.

10. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9, en el que el sujeto es un mamifero.
11. El compuesto para el uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el sujeto es un ser humano.

12. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9, en el que la enfermedad o la afeccién
es la viruela.

13. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 12, en el que el virus pertenece a la

familia Orthopoxvirus.

14. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13, en el que el virus es el virus de la
viruela.
15. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 11 y 13, en el que el virus es el virus de

Vaccinia o un virus de la viruela vacuna.
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