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DESCRIPCION
Iminoazucares para su uso en el tratamiento de enfermedades por filovirus
Campo
La presente solicitud se refiere a iminoazucares para su uso en un procedimiento de tratamiento de infecciones
viricas y, en particular, a iminoazlcares para su uso en procedimientos de tratamiento y prevencion de infecciones
viricas provocadas por un virus que pertenece a la familia Filoviridae.

Sumario

Un modo de realizaciéon es un compuesto de formula,

oW,

R

)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un procedimiento de tratamiento o prevencion de
una enfermedad o afeccidn provocada por un virus que pertenece a la familia Filoviridae,

en la que R se selecciona de 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; o en la que R es

Xy Xa
_'_-RI—Y"—'—Z " X3
Xs X4

R+ es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

Xi1.5 se seleccionan independientemente de H, NO,, N3, o NHy;

Y esta ausente o es un grupo alquilo Cs sustituido o no sustituido, distinto de carbonilo; y

Z se selecciona de un enlace o NH; siempre que cuando Z sea un enlace, Y esté ausente, y siempre
que cuando Z es NH, Y es un grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto de carbonilo;

y

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

El documento WO 2006/077427 divulga una preparacion combinada que comprende un modulador de la
glucosilacion y un inhibidor de fusion de membrana para su uso combinado, simultaneo o secuencial en el tratamiento
de infecciones provocadas por virus que llevan proteinas de la envoltura glucosiladas.
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Dibujos

Las figuras 1(A)-(E) presentan féormulas quimicas de los siguientes iminoazucares: A) N-Butildesoxinojirimicina
(NB-DNJ o UV-1); B) N-Nonildesoxinojirimicina (NN-DNJ o UV-2); C) N-(7-Oxadecol)desoxinojirimicina (N7-O-DNJ o
UV-3); D) N-(9-Metoxinonil)desoxinojirimicina (N9-DNJ o] Uv-4); E)
N-(N-{4'-azido-2"-nitrofenil}-6-aminohexil)desoxinojirimicina (NAP-DNJ o UV-5).

La figura 2 es un esquema de sintesis para NN-DNJ.

Las figuras 3A-D ilustran la sintesis de N7-Q-DNJ. En particular, la figura 3 A muestra una secuencia de reacciones
que dan lugar a N7-O-DN3; la figura 3B ilustra la preparacion de 6-propiloxi-1-hexanol; la figura 3C ilustra la
preparacion de 6-propiloxi-1-hexanal; la figura 3D ilustra la sintesis de N7-O-DNJ.

Las 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 proporciona datos para la inhibicién de la infectividad de los virus de Ebola Zaire y Marburgo por N9-DNJ
(UV-4) y NAP-DNJ (UV-5).

La figura 6 presenta los efectos de la administracion en 10 dias de UV-5 sobre la supervivencia de ratones infectados
con el virus de Ebola.

La figura 7 presenta datos de seguridad in vivo para UV-4 y UV-5.

La figura 8 presenta datos de supervivencia para ratones expuestos al virus de Ebola Zaire (izquierda) y al virus de
Marburgo (derecha) después administrar UV-5.

Descripcion detallada

Documentos relacionados

Los siguientes documentos de patente, pueden ser utiles para entender la presente divulgacion:

1) patente de los EE. UU. N.° 6.545.021;

2) patente de los EE. UU. N.° 6.809.803;

3) patente de los EE. UU. N.° 6.689.759;

4) patente de los EE. UU. N.° 6.465.487;

5) patente de los EE. UU. N.° 5.622.972;

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

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

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

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

12) solicitud provisional de los EE. UU. N.° 61/272.254 presentada el 4 de septiembre de 2009;

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

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

Definicion de términos

A menos que se especifique de otro modo, "un" o "una" quiere decir "uno o mas".
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Como se usa en el presente documento, el término "infeccion virica" describe un estado de enfermedad, en el que un
virus invade una célula sana, usa el mecanismo reproductor de la célula para multiplicarse o replicarse y finalmente
lisa la célula dando como resultado la muerte celular, la liberaciéon de particulas viricas y la infeccion de otras células
por los virus progenitores recién producidos. La infeccion latente por determinados virus también es un posible
resultado de infeccion virica.

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

CI50 o CI90 (concentracion inhibidora 50 o 90) es una concentracion de un agente terapéutico, tal como un
iminoazucar, usada para lograr una reduccion de un 50 % o 90 % de la carga virica, respectivamente.

Divulgacion

Los presentes inventores descubrieron que determinados iminoazucares, tales como derivados de desoxinojirimicina,
pueden ser eficaces frente a virus que pertenecen a la familia Filoviridae, que también se son conocidos ®mmo
filovirus.

En particular, los derivados de desoxinojirimicina pueden ser Utiles para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion
provocada por un virus que pertenece a la familia Filoviridae.

La familia Filoviridae incluye el género Ebolavirus y el género Marburgvirus. El género Ebolavirus incluye el virus de
Zaire, el virus de Ebola Bundibugyo, el virus de Ebola Ivory Coast, el virus de Ebola Reston y el virus de Ebola Sudan,
mientras que el género de Marburgvirus incluye el virus de Marburgo Lake Victoria. Las enfermedades que estan
provocadas por filovirus incluyen fiebre hemorragica por Ebola y fiebre hemorréagica por Marburgo.

En muchos modos de realizacién, el iminoazicar puede ser desoxinojirimicina N-sustituida. En algunos modos de
realizacion, dicha desoxinojirimicina N-sustituida puede ser un compuesto de la siguiente férmula:

R

en la que W14 se seleccionan independientemente de hidrégeno, grupos alquilo sustituidos o no sustituidos, grupos
haloalquilo sustituidos o no sustituidos, grupos acanoilo sustituidos o no sustituidos, grupos aroilo sustituidos o no
sustituidos, o grupos haloalcanoilo sustituidos o no sustituidos.

En algunos modos de realizacion, R se puede seleccionar de 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 algunos modos 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 contenerde 1a5o0de 1a3
o de 1 a 2 atomos de oxigeno. El término "oxaalquilo" incluye derivados de alquilo terminados en hidroxi y terminados
en metoxi. En algunos modos de realizacién, R se puede seleccionar de, pero no se limita a, -(CH2)¢OCHj,
-(CH2)6OCH2CH3, -(CH2)60O(CH>)-CHs, -(CH2)6O(CH2)3CHa, -(CH2)20(CH>)sCHs, -(CH2)20(CH.)sCHs;
-(CH2)20(CH2)7CH3s; -(CH2)e-OH; -(CH2)eOCHs. En algunos modos de realizacion, R puede ser un grupo alquilo
sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado, que puede contener hasta 20 atomos de carbono, en algunos
modos de realizacion, el grupo alquilo puede ser un grupo alquilo C2-C12 o C3-C7.

En determinados modos de realizacion, el grupo alquilo puede ser un grupo alquilo de cadena larga, que puede ser
un grupo alquilo C6-C20; grupo alquilo C8-C16; o grupo alquilo C8-C10. En algunos modos de realizacion, R puede
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ser un grupo oxaalquilo de cadena larga, es decir, un grupo alquilo de cadena larga, que puede contener de 1 a 5o de
1 a3 ode 1 a2 atomos de oxigeno. En algunos modos de realizacion, R puede tener la siguiente féormula

% X2
—R~Y—7Z X,

s X4

)

en la que Ry es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;
Xi.5 se seleccionan independientemente de H, NO,, N3, o NH;
Y esta ausente o es un grupo alquilo C4 sustituido o no sustituido, distinto de carbonilo; y

Z se selecciona de un enlace o NH; siempre que cuando Z es un enlace, Y esta ausente, y siempre que cuando Z es
NH, Y es un grupo alquilo C; sustituido o no sustituido, distinto de carbonilo.

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

En algunos modos de realizacion, X; es NO2 y X3 es Na. En algunos modos de realizacién, cada uno de Xp, X4 y Xses
hidrégeno.

En algunos modos de realizacién, el iminoazucar puede ser un derivado de DNJ divulgado en la publicacion de
solicitud de patente de los EE. UU. N.° 2007/0275998.

En algunos modos de realizacion, el iminoazucar puede ser uno de los compuestos presentados en la figura 1. Los
procedimientos de sintesis de los derivados de desoxinojirimicina se divulgan, por ejemplo, en las patentes de los 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 la publicacion
de la solicitud de patente de los EE. UU. N.° 2007/0275998.

En algunos modos de realizacion, el iminoazucar puede estar en forma de una sal derivada de un acido inorganico u
organico. Las sales farmacéuticamente aceptables y los procedimientos para preparar las formas de sal se divulgan,
por ejemplo, en Berge et al. (J. Pharm. Set 66:1-18,1977). Ejemplos de sales apropiadas incluyen, pero no se limitan
a, las siguientes sales: acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato,
camforato, camforsulfonato, digluconato, ciclopentanepropionato, dodecilsulfato, etanosulfonato, glucoheptanoato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato,
2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, rnetanosulfonato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato, palmoato,
pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato, mesilato, y
undecanoato.

En algunos modos de realizacion, el iminoazucar también se puede usar en fama de profarmaco. Los profarmacos
de derivados de DNJ, tales como los derivados de DNJ 6-fosforilados, se divulgan en las patentes de los EE. UU. N.°
5.043.273 y 5.103.008.

En algunos modos de realizacion, el iminoazucar se puede usar como parte de una composicion, que comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/ o un componente util para administrar la composicién a un
animal. En la técnica son conocidos numerosos vehiculos farmacéuticamente aceptables utiles para administrar las
composiciones a un ser humano y componentes Utiles para administrar la composicion a otros animales tales como
ganado bovino. La adicién de dichos vehiculos y componentes a la composicién de la invencion esta dentro del nivel
de un experto en la técnica.

En algunos modos de realizacion, la composicion farmacéutica puede consistir esencialmente en desoxinojirimicina
N-sustituida, lo que puede querer decir que la desoxinojirimicina N-sustituida es el Unico principio activo en la
composicion.

Aun en algunos modos de realizacion, la desoxinojirimicina N-sustituida se puede administrar con uno o mas
compuestos antiviricos adicionales.
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En algunos modos de realizacion, el tratamiento o la prevencion de la enfermedad o afeccién provocada por un virus
que pertenece a la familia Filoviridae se puede realizar sin administrar acido N-(fosfonoacetil)-L-aspartico al sujeto, al
que se le esta administrando el iminoazucar. El acido N-(fosfonoacetil)-L-aspartico se divulga, por ejemplo, en la
patente de los EE. UU. N.° 5.491.135.

En algunos modos de realizacion, el iminoazucar se puede usar en una composicion de liposomas, tal como las que
se divulgan en las publicaciones de los EE. UU. N.° 2008/0138351 y 2009/0252785 asi como en la aplicacion de los
EE. UU. N.° 12/732630 presentada el 26 de marzo 2010.

El iminoazucar, tal como un derivado de DNJ, se puede administrar a una célula o un animal afectado por un virus. El
iminoazucar puede inhibir la morfogénesis del virus, o puede tratar al individuo. El tratamiento puede reducir, mitigar o
disminuir la infeccion virica en el animal.

Los animales que se pueden infectar con un filovirus incluyen primates, tales como monos y seres humanos.

La cantidad de iminoazuicar administrado a un animal o a una célula de animal para los procedimientos de la presente
divulgacion puede ser una cantidad eficaz para inhibir la morfogénesis de un filovirus.

El término "inhibir" como se usa en el presente documento puede referirse a la reduccion y/o eliminacion detectable
de una actividad bioldgica presentada en ausencia del iminoazucar. El término "cantidad eficaz" puede referirse a la
cantidad del iminoazucar necesaria para lograr el efecto indicado. El término "tratamiento" como se usa en el
presente documento puede referirse a la reduccioén o alivio de sintomas en un sujeto, prevencion de que los sintomas
empeoren o progresen, inhibicién o eliminacion del agente causante, o prevenciéon de la infeccion o trastorno
relacionado con el filovirus en un sujeto que esta libre del mismo.

Por tanto, por ejemplo, el tratamiento de la enfermedad provocada por un virus puede incluir la destruccion del agente
infectante, inhibicién de o interferencia con su crecimiento o maduracion, y neutralizacion de sus efectos patoldgicos.
La cantidad del iminoazucar que se puede administrar a la célula o animal es preferentemente una cantidad que no
induce efectos toxicos que superen las ventajas que acompafian a su administracion.

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

El nivel de dosis seleccionado puede depender de la actividad del iminoazucar, la via de administracion, la gravedad
de la afeccién que se esta tratando, y la afeccion y los antecedentes médicos previos del paciente que se esta
tratando. Sin embargo, esta dentro de la técnica iniciar las dosis del/de los compuesto(s) a niveles menores de los
requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado e incrementar gradualmente la dosificacion hasta que se logre el
efecto deseado. Si se desea, la dosis diaria eficaz se puede dividir en multiples dosis para propdsitos de
administracion, por ejemplo, de dos a cuatro dosis por dia. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis
especifico para cualquier paciente particular puede depender de una variedad de factores, incluyendo el peso
corporal, salud general, dieta, tiempo y via de administracion y combinacion con otros agentes terapéuticos y la
gravedad de la afeccidn o enfermedad que se esta tratando. La dosificacion diaria en humanos adultos puede variar
de entre aproximadamente un microgramo a aproximadamente un gramo, o de entre aproximadamente 10 mg y 100
mg, del iminoazucar por 10 kilogramos de peso corporal. En algunos modos de realizacion, una dosis diaria total
puede ser de 0,1 mg/kg de peso corporal a 100 mg/kg de peso corporal o de 1 mg/kg de peso corporal a 60 mg/kg de
peso corporal o de 2 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal o de 3 mg/kg de peso corporal a 30 mg/kg
de peso corporal. La dosis diaria se puede administrar en uno o mas acontecimientos de administracion a lo largo del
dia. Por ejemplo, en algunos modos de realizacion, la dosis diaria se puede distribuir en dos acontecimientos de
administracion(BID, dos veces al dia) por dia, tres acontecimientos de administracion por dia (TIP, tres veces al dia) o
cuatro acontecimientos de administracion (QID, cuatro veces al dia). En determinados modos de realizacion, una
Unica dosis de acontecimiento de administracion que varia de 1 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal
se puede administrar BID o TID a un ser humano, lo que hace una dosis diaria total de 2 mg/kg de peso corporal a 20
mg/kg de peso corporal o de 3 mg/kg de peso corporal a 30 mg/kg de peso corporal. Por supuesto, la cantidad del
iminoazucar que se debe administrar a una célula o animal puede depender de numerosos factores bien entendidos
por un experto en la técnica, tales como el peso molecular del iminoazicar y la via de administracion. Las
composiciones farmacéuticas que son utiles en los procedimientos de la presente divulgacion se pueden administrar
por via sistémica en formulaciones sélidas orales, formulaciones oftalmicas, de supositorios, de aerosoles, tdpicas u
otras formulaciones similares. Por ejemplo, puede ser en la forma fisica de un polvo, comprimido, capsula, pastilla
para chupar, gel, solucion, suspension, jarabe, o similares. Ademas del iminoazlcar, dichas composiciones
farmacéuticas pueden contener vehiculos farmacéuticamente aceptables y otros ingredientes conocidos por
potenciar y facilitar la administracion de farmacos. También se pueden usar otras posibles formulaciones, tales como
nanoparticulas, liposomas, eritrocitos resellables, y sistemas basados inmunoldgicamente, para administrar el
iminoazucar. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden administrar por un nimero de vias. El término
"parenteral" usado en el presente documento incluye técnicas subcutaneas, intravenosas, intraarteriales, intratecales
y de inyeccion e infusion, sin limitacion. A modo de ejemplo, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar
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por via oral, por via tépica, por via parenteral, por via sistémica o por via pulmonar.

Estas composiciones se pueden administrar en diferentes momentos. Debido a que el efecto inhibidor de la
composicion sobre un filovirus puede persistir, el régimen de dosificacion se puede ajustar de modo que se retrase a
propagacion del virus mientras la célula huésped se ve afectada minimamente. A modo de ejemplo, a un animal se le
puede administrar una dosis de la composicién de la invencién una vez por semana, de este modo se retrasa la
propagacion del virus durante toda la semana, mientras las funciones de la célula huésped se inhiben sélo durante un
periodo corto una vez por semana.

Los modos de realizacion descritos en el presente documento se ilustran ademas por, sin limitarse en modo alguno,
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 cargd un matraz de 50 ml, de fondo redondo, de una boca, equipado con un agitador magnético,
con DNJ (500 mg), etanol (100 ml), nonanal (530 mg), y acido acético (0,5 ml) a temperatura ambiente. Se calenté la
mezcla de reaccion a 40-45 °C y se agité durante 30-40 minutos bajo nitrégeno. Se enfrid la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente y se afiadié Pd/C. Se evacud el matraz de reaccién y se reemplazé por gas hidrégeno en un
balén. Se repitié este procedimiento tres veces. Finalmente, se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
durante la noche. Se monitoriz6 el progreso de la reaccion por TLC (Nota 1). Se filtrd la mezcla de reaccion a través
de una almohadilla de Celite y se lavd con etanol. Se concentro el filirado a vacio para obtener el producto en bruto.
Se purificé el producto en bruto por cromatografia en columna (gel de silice de malla 230-400). Se us6 un gradiente
de disolvente de metanol en diclorometano (10-25 %) para eluir el producto de 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 reacciéon se monitorizd por cromatografia en capa fina (TLC) usando una placa de gel de silice en
capa fina; eluyente; metanol: diclorometano = 1:2

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

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

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

Procedimiento: se cargé un matraz de 500 ml, de fondo redondo, de una boca, equipado con un agitador magnético,
con 1,6-hexanodiol (6,00 g), terc-butoxido de potasio (5,413 g) a temperatura ambiente. Se agita la mezcla de
reaccion durante una hora, y después se afadio 1-yodopropano (8,63 g). Se calenté la mezcla de reaccion a 70-80 °C
y se agitd durante la noche. Se monitorizé el progreso de la reaccion por TLC (Nota 1). Después de la finalizacion de
la reaccion, se afiadié agua a la mezcla de reaccion, y se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Se concentraron
las capas organicas combinadas a vacio para obtener el producto en bruto. Se disolvio el producto en bruto en
diclorometano y se lavé con agua, y después con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio. Se concentro la capa
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organica a vacio para obtener el producto en bruto. Se purificd el producto en bruto por cromatografia en columna
usando gel de silice de malla 230-400. Se us6 un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10-45 %)
para eluir el producto de 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 %). Se monitoriz6 la
finalizacion de la reaccion por 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 4709
Celite 1,00 g
NaOAc 100 mg
CHxCl> 10 ml

Procedimiento: se cargdé un matraz de 50 ml, de fondo redondo, de una boca, equipado con un agitador magnético
con 6-propiloxi-1-hexanol (1,0 g), PDC (4,7 g), diclorometano (10 ml), Celite (1,0 g), y acetato de sodio (100 mg). Se
agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante 5 minutos. Se afadié PDC (4,70 g) a la
mezcla de reaccion, y se agité durante la noche. Se monitorizé el progreso de la reaccion por TLC (Nota 1). Después
de la finalizacién de la reaccion, se cargo directamente la mezcla de reaccion sobre la columna (gel de silice de malla
230-400). Se uso6 un gradiente de disolvente de diclorometano en acetato de etilo (10-20 %) para eluir el producto de
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 %). Se monitoriz¢ la finalizacién de la reaccion por
cromatografia en capa fina (TLC); (eluyente: 60 % de acetato de etilo en hexanos).

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

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

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

Procedimiento: Se cargd un matraz de 50 ml, de fondo redondo, de una boca, 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. Se
calentd la mezcla de reaccion a 40-45 °C y se agitd durante 30-40 minutos bajo nitrdgeno. Se enfrié la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente y se afadi6 Pd/C. Se evacud el matraz de reaccion y se reemplazd por gas
hidrégeno en un baldn. Se repitié este procedimiento tres veces. Finalmente, se agitd la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante la noche. Se monitoriz6 el progreso de la reaccién por TLC (Nota 1). Se filtré la mezcla
de reaccion a través de una almohadilla de Celite y se lavé con etanol. Se concentré el filtrado a vacio para obtener el
producto en bruto. Se purificd el producto en bruto por cromatografia en columna (gel de silice de malla 230-400). Se
uso6 un gradiente de disolvente de metanol en diclorometano (10-40 %) para eluir el producto de 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). Se monitorizé la finalizacion de la reaccién por cromatografia en capa fina (TLC);
(eluyente: 50 % de metanol en diclorometano).

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

3a. Preparacién de 9-metoxi-1-nonanol
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Tabla 5. Materiales para la preparacion de 9-metoxi-1-nonanol

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

Procedimiento: se cargd un matraz de 500 ml, de fondo redondo, de una boca, equipado con un agitador magnético y
una barra de agitacién, con 1,9-nonanodiol (10,00 g, 62,3 mmol) en dimetilsulfoxido (100 ml) y H20 (100 ml). A esto,
se le afiadié lentamente una solucion de hidroxido de sodio (5,0 g, 125,0 mmol) en H,O (10 ml) a temperatura
ambiente. Durante la adicion de hidréxido de sodio, la mezcla de reaccidn generd calor y la temperatura se elevo a ~
40 °C. Se agit6 la mezcla durante una hora, y a continuacion, se afiadi6 sulfato de dimetilo (16,52 g, 131 mmol) en
cuatro porciones mientras se mantenia la temperatura de la mezcla de reaccion a ~ 40 °C. Se agit6 la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se monitorizé el progreso de la reaccién por TLC (Nota 1). La
monitorizacion de TLC indicé que la reaccidon tenia una conversion del 25 %. En esta fase, se afiadio sulfato de
dimetilo adicional (24,78 g, 196,44 mmol) y se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 24 h
adicionales. Después de la finalizacion de la reaccion, se afiadié hidroxido de sodio (solucion al 10 % en agua) a la
mezcla de reaccion para ajustar el pH de la solucion a 11-13. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 2 hy
se extrajo con diclorometano (3 x 100 ml). Se lavaron las capas organicas combinadas con H,O (200 ml), salmuera
(150 ml), se seco sobre sulfato de sodio anhidro (20 g), se filtr6 y se concentré a vacio para obtener un producto en
bruto (14 g). Se purifico el producto en bruto por cromatografia en columna usando gel de silice de malla 250-400. Se
uso6 un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10-50 %) para eluir el producto de la columna. Todas
las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar
9-metoxi-1-nonanol puro (lote D-1027-155,2,38 g, 21,9 %). La finalizacién de la reaccién se monitorizd por
cromatografia en capa fina (TLC) usando una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 60 % de acetato de etilo
en hexanos.

3b. Preparaciéon de 9-metoxi-1-nonanal

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

Nombre Cantidad
9-metoxi-1-nonanol 109
PDC 479
Tamices moleculares, 3A 109
NaOAc 0,19
CHxCl> 10 ml

Procedimiento: se cargdé un matraz de 50 ml, de fondo redondo, de una boca, equipado con un agitador magnético y
una barra de agitacion, con 9-metoxi-nonanol (1,0 g, 5,9 mmol), diclorometano (10 ml), tamices moleculares (1,0 g,
3A), acetato de sodio (0,1 g) a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente bajo
nitrégeno durante 5 minutos. Se cargd la mezcla de reaccién con dicromato de piridinio (4,7 g, 12,5 mmol) y se agitd
durante la noche. Se monitorizé el progreso de la reaccion por TLC (Nota 1). Después de la finalizacion de la
reaccion, se filtré la mezcla de reaccion a través de un lecho de gel de silice (~15 g). Se evapor¢ el filtrado a vacio
para obtener un compuesto en bruto. Esto se purificé por cromatografia en columna usando una columna de gel de
silice (malla 250-400, 40 g). Se uso6 un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (10-50 %) para eluir el
producto de la columna. Todas las fracciones que contenian el producto puro deseado se combinaron y se
concentraron a vacio para dar 9-metoxi-nonanal (lote D-1027-156, 553 mg, 54,4 %). La finalizacién de la reaccion se
monitorizd por cromatografia en capa fina (TLC) usando 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
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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 cargé un matraz de 50 ml, de fondo redondo, de dos bocas, equipado con un agitador magnético y
una 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. Se agité la mezcla de reaccién durante 5-10 minutos bajo nitrégeno y se afadio Pd/C a
temperatura ambiente. Se evacud la mezcla de reaccion y se reemplazé por gas hidrogeno usando un baldn. Se
repitid este procedimiento tres veces y a continuacion se agitdé la mezcla de reaccion bajo hidrégeno atmosférico a
temperatura ambiente. Se monitoriz6 el progreso de la reaccion por TLC (Nota 1). Se filtiré la mezcla de reaccién a
través de un lecho de Celite y se lavé con etanol (20 ml). Se concentré el nitrato a vacio para obtener un producto en
bruto. Se purificé el producto en bruto por cromatografia en columna usando gel de silice de malla 250-400 (20 g). Se
us6 un gradiente de disolvente de metanol en acetato de etilo (5-25 %) para eluir el producto de la columna. Todas las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron a vacio para dar un sdlido
blanquecino. Se triturd el sélido en acetato de etilo (20 ml), se filtré y se secd a alto vacio para dar un soélido blanco
[lote: D-1027-158 (165,3 mg, 28,1 %)]. La finalizacion de la reaccion se monitorizé por cromatografia en capa fina
(TLC) usando una placa de gel de silice en capa fina; eluyente: 50 % de metanol en diclorometano.

4. Inhibicién de los virus de Ebola (Zaire) y de Marburgo
La tabla 1 presenta valores de CI50 para los virus de Ebola Zaire y de Marburgo en uM. La tabla proporciona datos

para la inhibicién de la infectividad de los virus de Ebola Zaire y de Marburgo para NB-DNJ (UV-1), NN-DNJ (UV-2),
N7-O-DNJ (UV-3), N9-DNJ (UV-4) y NAP-DNJ (UV-5).

Compuesto Virus de Ebola Zaire Marburgo Ci67
NB-DNJ 32 No disponible
NN-DNJ 12 No disponible
N7-O-DNJ 20 50

N9-DNJ 16 32

NAP-DNJ 6 6

Procedimiento. Se cribaron los compuestos para detectar la inhibicion de la generacién del virus infeccioso, se llevo a
cabo sobre los compuestos UV en concentraciones de 6 uM hasta 250 uM. Se evaluaron las cepas de filovirus
Ebola-Zaire y Marburgo-Ci67 para determinar la inhibicién del virus. Células Vero (linea celular epitelial de rifién de
mono verde africano) obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia). Se cultivaron las
células en 1x medio Eagle modificado (MEM, Gibco), complementado con suero fetal bovino al 2 %, L-glutamina 2
mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina en placas de fondo plano de 24 pocillos tratadas con cultivo
celular a 37 °C en una estufa de incubacion con CO2 al 5 % durante 24 h antes del ensayo. Se pretrataron las células
(1x10° células por pocillo) con compuestos en una concentracion final de DMSO al 1 % durante 1 h seguido del
descarte del medio de cultivo y la adicion de indculos de virus a una MOI de 0,1 en EMEM con FBS al 2 %. Después
de 1 h de incubacion, se retiraron los indculos de virus y se afiadid medio recién preparado con compuestos a las
diluciones correctas. Tres dias después, se recogieron los sobrenadantes que contenian los virus y se realizaron
diluciones de 10 veces de los sobrenadantes que contenian virus en un ensayo de placa de virus con células Vero
plaqueadas en placas de ensayo de placa de virus de 6 pocillos. Se recogieron los datos del ensayo de placa el dia 8
para las placas de Ebola y Marburgo. Se determiné la Cl 50 como la concentracién del compuesto resultante en la
inhibicién de virus al 50 %.

La figura 5 proporciona datos para la inhibicién de la infectividad de los virus de Ebola Zaire y de Marburgo para
N9-DNJ (UV-4) y NAP-DNJ (UV-5).

Procedimiento. Se realiz6 el ensayo de rendimiento de virus por ensayo de placa estandar sobre muestras de
sobrenadante generadas a partir de células infectadas con virus incubadas con iminoazuicares a concentraciones de
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4 uM up a 64 pM. Se evaluaron las cepas de filovirus Ebola-Zaire y Marburgo-Ci67 para determinar la inhibicién del
virus. Se sembraron placas de cultivo celular de 24 pocillos con células Vero (ATCC, Mannassas, VA; numero ATCC
CCL-S1) en 1 ml de 1x medio Eagle modificado (MEM, Gibco), complementado con suero fetal bovino inactivado con
calor al 10 %, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y se incubd a 37 °C durante 24
horas o hasta una confluencia del ~80 %. Se reemplazé el medio con medio complementado con suero fetal bovino al
2 % y se pretrataron las células con los compuestos en una concentracion final de DMSO al 1 % durante 1 h seguido
del descarte del medio de cultivo y la adicion de inéculos de virus a una MOI de 0,1 por triplicado y se incubo durante
1 ha 37°C, CO; al 5% Después de 1 h de incubacion, se retiraron los indculos de virus y se afiadié medio recién
preparado con compuestos a las diluciones correctas. Se requieren tres dias para la infeccion por virus EBOV y
MARYV. Después de la finalizacion de la infeccion, se recogié el sobrenadante para su titulacion. Para la titulacion, se
usaron placas de 6 pocillos con células Vero confluentes al 80 % en medio de crecimiento. Se diluy6 el sobrenadante
virico de 10™ a 10 y se afiadié (100 ul) a las células y se incubd a 37 °C durante 1 hora con agitacion cada 5-10
minutos. Se aspirdé el medio de infeccion virica (100 ul) y se reemplazé con 1 ml de agarosa de bajo punto de fusion al
2 % precalentada mezclada 1:1 con 2X MEM (suero fetal bovino al 5 %) y se incubé a 37 °C, CO, al 5 % durante 8
dias seguido de visualizacion en placa por tincion de rojo neutro.

Estudio in vivo de Ebola

Se administré UV-5 como un farmaco libre disuelto en agua. Se dio el compuesto a 100 mg/kg y 10 mg/kg por via
intraparenteral (IP) dos veces al dia. Los ratones Balb/c recibieron el compuesto durante 10 dias. Los ratones se
infectaron con virus Ebola (cepa Zaire) con ~5 LD50 30 minutos después de la primera dosis de iminoaztcar. Se
monitorizaron los animales durante 15 dias. Se pesaron los animales una vez por dia, y dieron puntuaciones de salud
2X por dia. Se sacrificaron los animales que presentaban enfermedad grave (determinada por una pérdida de peso
de un 30 %, letargo extremo, pelo erizado o paralisis).

La figura 6 presenta los datos para los efectos de la administracion en 10 dias de UV-5 sobre la supervivencia de
ratones infectados con el virus de Ebola. Los animales que recibieron 100 mg/kg y 10 mg/kg BID mostraron una tasa
de supervivencia de un 71 %, frente a no supervivencia en los animales de control.

Conclusion: estos resultados demuestran que se puede usar UV-5 como farmaco antivirico para tratar el Ebola.
Estudio de seguridad del iminoazucar

Procedimientos y analisis: A los ratones BALB/c y C57/B1/6 se les dieron suspensiones orales de UV-1, UV-4, UV-5,
dos veces al dia durante siete dias, en 100ul por ratéon a 100 y 10 mg/kg (2 mg y 0,2 mg/raton, respectivamente) con 8
horas de diferencia durante 7 dias, y a continuacion se monitorizaron para determinar su pérdida de peso y salud
general. Después de siete dias de tratamiento, los ratones no mostraron ningun signo significativo de pérdida de peso
en comparacion con el control "sélo de vehiculo". Los resultados de estos experimentos estan en la figura 7.

Cuando se trataron los ratones BALB/c con UV-5 en la concentracion mas alta, presentaron signos de diarrea, orina
roja, y una apariencia erizada aunque no mostraron signos de pérdida de peso. Los ratones C57/B1/6 presentaron
estos mismos sintomas pero sin el aspecto erizado. Estos sintomas cesaron rapidamente cuando se realizé el
tratamiento, y el dia 11 (dia 4 después del tratamiento con compuesto) los ratones BALB/c en estos grupos parecian
muy sanos. Conclusiones: Se ha demostrado que estos compuestos son relativamente no tdxicos en este modelo de
raton y estas concentraciones del compuesto se consideran seguras.

Datos in vivo de Filoviridae

El estudio evalué la eficacia del compuesto de iminoazicar UV-5 para promover la supervivencia de ratones
expuestos a los virus de Ebola y de Marburgo. Se usaron ratones C57B1/6 en los experimentos de Ebola, mientras
que se usaron ratones Balb/c en los experimentos del virus de Marburgo. El compuesto UV-5 se sometié a prueba
previamente tanto in vitro (CC5C de 125-250 uM) como in vivo (sin pérdida de peso ni efectos adversos observados
en multiples estudios de ratones) y se demostré que posee una toxicidad baja. En este estudio, se administrd el
compuesto UV-5 a los ratones como farmaco libre disuelto en PBS. Se administré el compuesto por via
intraperitoneal (IP) (2x por dia IP) durante un ndmero total de 10 dias después del inicio de la dosificacion del
compuesto. Los ratones del estudio se infectaron IP con Ebola Zaire o Marburgo Ravn con 1000 pfu/ratén 1 h antes
de la primera dosis de UV-5.

Se monitorizaron los animales durante 15 dias. Se pesaron los animales una vez por dia, y dieron puntuaciones de
salud 2X por dia. Se sacrificaron los animales que presentaban enfermedad grave (determinada por una pérdida de
peso de un 30 %, letargo extremo, pelo erizado o paralisis).

La figura 8 muestra datos de supervivencia (eje Y, porcentaje de ratones en un grupo de estudio que sobrevivieron,
eje X, nimero de dias después de la infeccién) para ratones infectados con los virus de Ebola Zaire o de Marburgo
Ravn. Cada uno de los grupos en el estudio, es decir i) un grupo de control (tratado solo con agua) infectado con el
virus de Ebola, ii) un grupo de control (tratado sélo con agua) infectado con el virus de Marburgo; iii) un grupo tratado
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(tratado con 100 mg/kg de UV 5, BID) infectado con el virus de Ebola; iv) un grupo tratado (tratado con 10 mg/kg de
UV 5, BID) infectado con el virus de Marburgo, contenia 10 ratones al comienzo del estudio.

Una supervivencia de >60 % es estadisticamente significativa. UV-5 proporcioné una proteccion significativa frente al

virus de Ebola a la dosificacion de 100 mg/kg IP, BID. UV-5 proporciond proteccién frente al virus de Marburgo a la
dosificacion de 10 mg/kg IP, BID.

12
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REIVINDICACIONES

Un compuesto que tiene la formula,

W,0

%, \\\\\OW:,

., Y

/\/OW4
N

)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un procedimiento de tratamiento o
prevencion en un sujeto de una enfermedad o afeccidon provocada por un virus que pertenece ala familia
Filoviridae,

h€! X3

—~——R Y —7: X,

en la que Res (a) ,enlaque

R+ es un grupo alquilo sustituido o no sustituido;

X1.5 se seleccionan independientemente de H, NO,, N3, o NHy;

Y esta ausente o es un grupo alquilo Cs sustituido o no sustituido, distinto de carbonilo; y

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

(b) se selecciona de 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; y

en la que W14 se seleccionan independientemente de hidrégeno, 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.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que cada
uno de Wy Wy, W3 y W4 es hidrégeno.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en elque R es

X X

—R—Y—Z X,
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El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 3, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que X1 es
N02 y X3 es N3.

El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 3, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que cada
uno de Xz, X4 y X5 es hidrogeno.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, que es
N-N-{4'-azido-2’-nitrofenil}-6-aminohexil)desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que R
esta seleccionado de 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.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que R es
grupo alquilo C2-C12.

El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, en el que dicho compuesto es (i) B-butil-desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo o (ii) B-nonil-desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que R es
un grupo oxaalquilo, preferentemente un grupo oxaalquilo C2-C16 que contiene de 1 a 3 atomos de oxigeno,
mas preferentemente un grupo oxaalquilo C6-C12 que contiene de 1 a 2 atomos de oxigeno.

El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, en el que dicho compuesto es (iii) N-(7-oxadecil)desoxinojirimicina o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o (iv) N-(9-metoxinonil)desoxinojirimicina o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-11, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11, en el que el virus es un virus de Marburgo.

El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-11, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11, en el que el virus pertenece a la familia del virus de Ebola, preferentemente el virus es un
virus Zaire.

El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-13, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, en el que el sujeto es un mamifero, preferentemente un ser humano.
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