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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para inhibicion de polimerasa.

Esta solicitud reivindica prioridad de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/393,522
presentada el 15 de octubre de 2010 y la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/492,054,
presentada el 1 de junio de 2011.

Esta invencion esté limitada al objeto definido en las reivindicaciones; la siguiente descripcion esta sujeta
a esta limitacion.

Antecedentes

Las enfermedades virales son responsables tanto por las pandemias globales como por las epidemias
estacionales anuales tales como la influenza. Las apariciones pueden ser caracterizadas por virulencia
potenciada y pueden ocurrir repentinamente, dando como resultado mortalidades serias. De manera
importante, las enfermedades virales no estan limitadas a los humanos. Por ejemplo, la influenza también
afecta el ganado y las aves, lo cual puede tener un impacto significativo sobre el suministro de alimentos
ademas del incremento del riesgo de transmision a los humanos. Condiciones de ejemplo relacionadas
con infecciones virales incluyen, por ejemplo, influenza, viruela, encefalitis, enfermedad del Nilo
Occidental, fiebre amarilla, fiebre del dengue, hepatitis, inmunodeficiencia humana, polio y Coxsackie.

El genoma del virus de la influenza tiene una ARN polimerasa dependiente del ARN, la cual es un
complejo heterotrimérico de tres subunidades (PA, PB1 y PB2). La ARN polimerasa cataliza la trascripcion
y replicacion del ARN viral. Debido a que la transcripcion y replicacion del virus depende de la actividad de
la ARN polimerasa, estd enzima ha alcanzado interés como objetivo para el desarrollo de nuevos
compuestos antivirales, especialmente en el inicio de la reciente emergencia por virus resistentes a los
farmacos.

La US 7,560,434 divulga aza nucledsidos para uso en el tratamiento de infecciones virales. Este
documento divulga adicionalmente el ejemplo 1 (en donde A=OH y B=H) y el ejemplo 18 (en donde A=OH
y B=NH2), sin embargo la reivindicacién 1 (asi como la férmula en el resumen o en las columnas 3-4)
excluye los ejemplos 1 y 18 puesto que en la formula de este documento al menos uno de R2, R3, R4
tienen que ser diferente a H cuando el anillo pirrolidina estd enlazado a una pirrolopirimidina. Ademas, no
se divulga en dicho documento ninguna actividad antiviral de los ejemplos 1 y 18 de manera clara y no
ambigua.

La WO 03/100009 divulga Ib e Ic (compuestos en donde A=OH y B=H o NH2), potenciadores de la
eficacia de los farmacos antivirales.

Resumen de la invencion

La invencion provee métodos y composiciones para la inhibicién de polimerasas de acidos nucleicos
virales, y métodos y composiciones que son Utiles para tratar, suprimir y/o evitar infecciones virales en
sujetos. Los métodos comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo, o una composicién
gue comprende un compuesto de la férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del
mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion o método puede comprender
adicionalmente uno o mas agentes antivirales adicionales. Los métodos y composiciones son (tiles para
tratar, suprimir y/o evitar las infecciones virales en sujetos que pueden surgir a partir de la infeccién por
uno o mas tipos de virus. Asi, los métodos y composiciones son Utiles para tratamiento, supresion y/o
prevencién antiviral de amplio espectro.

La presente invencion esta basada, en parte, en ciertos descubrimientos los cuales estan descritos de
manera mas completa en la seccidon de Ejemplos de la presente solicitud. Por ejemplo, la presente
invencion estd basada, en parte, en el descubrimiento de que los niveles de titulo viral en células se
redujeron marcadamente por tratamiento con un compuesto de la férmula I. Asi, la presente invencién
también provee métodos para reducir el titulo viral en un fluido corporal o célula que comprende poner en
contacto dicho fluido o célula con un compuesto de la férmula I. La presente invencion esta basada
adicionalmente, en parte, en el descubrimiento de que los niveles de titulo viral en células para varios
virus se redujeron marcadamente por tratamiento con un compuesto de la férmula |, indicando una
actividad antiviral de amplio espectro para el compuesto de la férmula | contra una variedad de cepas
virales. Asi, la presente invencion también provee métodos para reducir el titulo viral para varios tipos,
subtipos y/o cepas de virus en un fluido corporal o célula que comprende poner en contacto dicho fluido o
célula con un compuesto de la férmula I.
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En algunas realizaciones, la presente invenciéon provee un método para inhibir una ARN o ADN
polimerasa que comprende poner en contacto la polimerasa con una cantidad inhibidora efectiva del
compuesto de la formula I, o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, el método se lleva a cabo in vivo.

En algunas realizaciones, la presente invencién provee un método para tratar un sujeto que sufre de una
infeccion viral de ARN que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
de un compuesto de la formula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el fluido corporal es sangre. En algunas realizaciones el fluido corporal es
plasma. En algunas realizaciones, el fluido corporal es suero sanguineo.

En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero. En algunas realizaciones, el sujeto es un humano. En
algunas realizaciones, el sujeto es un ave. En algunas realizaciones, el sujeto es un porcino o cerdo.

Estas y otras realizaciones de la invencion se describen adicionalmente en las siguientes secciones de la
solicitud, incluyendo descripcion detallada de Ejemplo y Reivindicaciones.

Todavia otros objetos y ventajas de la invencion seran evidentes para las personas experimentadas en la
técnica a partir de la presente divulgacion, la cual es simplemente ilustrativa y no restrictiva.

Resumen de las figuras

La figura 1 muestra la fosforilacion del compuesto 1 en células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-
7

La figura 2 muestra la fosforilacién de la *H adenosina en células Huh-7.
La figura 3 muestra la fosforilacion de *H compuesto 1 en células Huh-7.

La figura 4 muestra la incorporacion en ARN total y ADN gendémico de °H compuesto 1y ®H adenosina en
células Huh-7 después de 24 horas.

La figura 5 muestra los efectos de combinacion del compuesto 1 y peramivir (un inhibidor de la
neuraminidasa) sobre la influenza in vitro.

La figura 6 muestra el efecto del compuesto 1 (intramuscular) sobre la pérdida de peso en ratones
infectados con el virus de influenza H3N2 A/Victoria/3/75.

La figura 7 muestra el efecto del compuesto 1 (oral) en la pérdida de peso en ratones infectados con el
virus de la influenza H3N2 A/Victoria/3/75.

La figura 8 muestra el efecto del compuesto 1 (intraperitoneal, intramuscular y oral) sobre la
supervivencia de ratones infectados con el virus del Ebola.

La figura 9 muestra el efecto del compuesto 1 (intraperitoneal, intramuscular y oral) sobre la pérdida de
peso en ratones infectados con el virus del Ebola.

La figura 10 muestra el efecto del compuesto 1 (intramuscular y oral) sobre la supervivencia de ratones
infectados con el virus del Ebola.

La figura 11 muestra el efecto del compuesto 1 (intramuscular y oral) sobre la pérdida de peso en ratones
infectados con virus del Ebola.

La figura 12 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la supervivencia de hamster infectados con el virus
de la fiebre amarilla.

La figura 13 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la pérdida de peso en hamster infectados con el
virus de la fiebre amarilla.

La figura 14 muestra la curva farmacocinética oral del compuesto 1 dosificado a 10 mg/kg medida en
ratas.

Descripcion detallada
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La invencion provee métodos y composiciones para la inhibicion de polimerasas de acidos nucleicos
virales, tales como ARN y ADN polimerasas, y métodos y composiciones que son Utiles para tratar
infecciones virales en sujetos. Los métodos comprenden la administraciéon al sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la féormula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente
aceptables del mismo, o una composicién que comprende un compuesto de la féormula I, o una sal o
hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composicion o método puede comprender opcionalmente uno o0 mas agentes antivirales. Los métodos y
composiciones son Utiles para tratar, suprimir y/o evitar infecciones virales en sujetos que pueden surgir
de la infeccién con uno o mas tipos de virus. Asi, los métodos y composiciones son Utiles para un
tratamiento, supresién y/o prevencién antiviral de amplio espectro.

En particular, la presente invencion se relaciona con métodos para el tratamiento, supresién y/o
prevenciéon de enfermedades o condiciones relativas a infecciones virales que comprende la
administracion de un compuesto de la férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del
mismo.

Los compuestos de la formula | son como sigue:

A
N
(]
L
HO . N 5
N
OH OH @,

en donde A es OH o NHz y B es H 0 NH..

Asi, en algunas realizaciones del compuesto de férmula (1), A es NH..

En algunas realizaciones del compuesto de férmula (1), B es NH..

En alguna realizacion del compuesto de formula (1), A es OH.

En aun algunas realizaciones del compuesto de formula (1), B es H.

En todavia algunas realizaciones del compuesto de formula (1), A es NH>y B es H.
En todavia algunas realizaciones del compuesto de férmula (1), A es OHy B es NH,.
En todavia algunas realizaciones del compuesto de formula (1), A es NH2 y B es NHa.
En todavia algunas realizaciones del compuesto de formula (I), Aes OHy B es H.

La presente invencién esta basada, en parte, en ciertos descubrimientos los cuales son descritos con mas
detalle en la seccién de Ejemplos de la presente solicitud. Por ejemplo, la presente invencion esta
basada, en parte, en el descubrimiento de que los niveles de titulo viral en células se redujeron
marcadamente por tratamiento con un compuesto de la formula I. Asi, en algunas realizaciones, la
presente invencion provee métodos para reducir el titulo viral en un fluido corporal o célula que
comprende poner en contacto dicho fluido o célula con un compuesto de la formula |. La presente
invencién estd basada adicionalmente, en parte, en el descubrimiento de que los niveles de titulo viral en
células para varios virus fueron reducidos marcadamente por tratamiento con un compuesto de la férmula
I, indicando asi una actividad antiviral de amplio espectro para el compuesto de la férmula | contra una
variedad de cepas virales. Asi, la presente invencién también provee métodos para reducir el titulo viral
para varios tipos, subtipos y/o cepas de virus en un fluido corporal o célula que comprende poner en
contacto dicho fluido o célula con un compuesto de la férmula 1.

Los compuestos de la presente invencion se preparan en formas diferentes, tales como sales, hidratos,
solvatos, o complejos, y la invencion incluye composiciones y métodos que abarcan todas las formas
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variables de los compuestos. En algunas realizaciones, los compuestos son preparados como hidratos de
sales.

Abreviaturas y definiciones
La abreviatura “PNP” se refiere a la purina nucleésido fosforilasa.

El término “compuestos de la invencion” tal como se utiliza aqui indica un compuesto de féormula I, y
puede incluir sales, formas tautoméricas, hidratos y/o solvatos de los mismos. Los compuestos de la
férmula | también pueden incluir solvatos o hidratos de sales de los mismos.

El término “solvato” tal como se utiliza aqui indica un compuesto de la férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde moléculas de un solvente adecuado son incorporadas
en la red cristalina. Un solvente adecuado es fisiolégicamente tolerable a la dosificacion administrada.
Ejemplos de solventes adecuados son etanol, agua y similares. Cuando el agua es el solvente, la
molécula se denomina como un “hidrato”.

Una “composicion farmacéutica” se refiere a una mezcla de uno o mas de los compuestos descritos aqui,
o sales o hidratos farmacéuticamente aceptables del mismo, con otros componentes quimicos, tales como
vehiculos y excipientes fisiolégicamente aceptables. El propdsito de una composicion farmacéutica es
facilitar la administracion de un compuesto a un organismo.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” pretende incluir sales derivadas de acidos inorganicos u
organicos incluyendo, por ejemplo, clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, nitrico, perclérico, fosférico, férmico,
acético, lactico, maleico, fumarico, succinico, tartarico, glicélico, salicilico, citrico, metanosulfénico,
bencenosulfénico, benzoico, maldnico, trifluoroacético, tricloroacético, naftaleno-2 sulfonico y otros
acidos. Las formas de sales farmacéuticamente aceptables pueden incluir también formas en donde la
relacion de moléculas que comprende la sal no es 1:1. Por ejemplo, la sal puede comprender mas de una
molécula inorganica u organica por molécula de base, tal como dos moléculas de &cido clorhidrico por
molécula de compuesto de formula (I). Como otro ejemplo, la sal puede comprender menos de una
molécula de &cido inorganico u organico por molécula de base, tal como dos moléculas de compuesto de
la férmula (1) por una molécula de &cido tartérico. Las sales también pueden existir como solvatos o
hidratos.

El término “acido” contempla todos los acidos inorganicos u organicos farmacéuticamente aceptables.
Los &cidos inorganicos incluyen acidos minerales tales como acidos hidrohaldricos, tales como &cido
bromhidrico y acido clorhidrico, &cidos sulfiricos, acidos fosféricos y acidos nitricos. Los &cidos organicos
incluyen todos los &cidos carboxilicos, dicarboxilicos, tricarboxilicos y acidos grasos alifaticos, aliciclicos y
aromaticos farmacéuticamente aceptables. Los &cidos preferidos son acidos carboxilicos alifaticos C1-
C20 de cadena recta o ramificada, saturados o insaturados, los cuales estan sustituidos opcionalmente
por halégeno o por grupos hidroxilo, o acidos carboxilicos aromaticos C6-C12. Ejemplos de tales &cidos
son acido carbdénico, acido formico, acido fumarico, acido acético, acido propionico, acido isopropidnico,
acido valérico, alfa hidroxi acidos, tales como &cido glicolico y acido lactico, acido cloroacético, acido
benzoico, acido metanosulfénico y acido salicilico. Ejemplos de &cidos dicarboxilicos incluye acido
oxalico, acido malico, &cido succinico, acido tartarico y acido maleico. Un ejemplo de un &cido
tricarboxilico es &cido citrico. Los acidos grasos incluyen todos los é&cidos carboxilicos alifaticos
aromaticos saturados o insaturados farmacéuticamente aceptables que tiene de 4 a 24 atomos de
carbono. Ejemplos incluyen &cido butirico, &cido isobutirico, acido sec-butirico, &cido laurico, acido
palmitico, 4cido esteérico, &cido oleico, &cido linoleico, acido linolénico y &cido fenil estérico. Otros acidos
incluyen acido glucénico, acido glicohepténico y acido lactobionico.

Tal como se utiliza aqui el término “aproximadamente” se utiliza aqui para indicar aproximadamente,
apenas, alrededor, o en la regiéon de. Cuando el término “aproximadamente” se utiliza aqui en conjuncién
con un rango numeérico, modifica ese rango extendiendo sus fronteras por arriba y por debajo de los
valores numéricos fijados. En general, el término “aproximadamente” se utiliza aqui para modificar un
valor numeérico por encima y por debajo del valor establecido con una varianza de 20% por arriba y por
abajo (superior o inferior).

Una “cantidad efectiva”, “cantidad suficiente” o “cantidad terapéuticamente efectiva” tal como se utilizan
aqui es una cantidad de un compuesto que es suficiente para efectuar resultados beneficiosos o
deseados, incluyendo resultados. Como tal, la cantidad efectiva puede ser suficiente, por ejemplo, para
reducir o mejorar la severidad y/o duracién de la infeccion viral, uno o mas sintomas de la misma, prevenir
el avance de la infeccion viral, prevenir la recurrencia, desarrollo o aparicion de uno o mas sintomas
asociados con la infeccién viral, prevenir o reducir la replicacion o multiplicacion de un virus, prevenir o
reducir la produccioén y/o liberacién de una particula viral, potenciar o de otra manera mejorar los efectos
profilacticos o terapéuticos de otra terapia. Una cantidad efectiva también incluye la cantidad de
compuesto de la formula | que evita o sustancialmente atenla efectos colaterales indeseables.
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Tal como se utiliza aqui y como es bien entendido en la técnica, “tratamiento” es una metodologia para
obtener resultados beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos. Los resultados clinicos
beneficiosos o deseados pueden incluir, pero no se limitan a, alivio 0 mejora de uno 0 mas sintomas o
condiciones, disminucién del alcance de la enfermedad, un estado de enfermedad estabilizada (esto es,
gue no empeora), prevencion de la expansion de la enfermedad, retardo o desaceleracién de la
progresion de la enfermedad, mejora o alivio del estado de la enfermedad y remision (bien sea parcial o
total), sea detectable o indetectable. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el cual se administra
un compuesto. Ejemplos no limitantes de tales vehiculos farmacéuticos incluyen liquidos, tales como agua
y aceites, incluyendo los de petréleo, origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete,
aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los vehiculos farmacéuticos también pueden
ser solucion salina, goma de acacia, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina, silica coloidal, urea y
similares. Ademas, pueden utilizarse agentes auxiliares, estabilizadores, espesantes, lubricantes y
colorantes. Otros vehiculos farmacéuticos adecuados estan descritos en “Remington Pharmaceutical
Sciences” por E.W. Martin; incorporado aqui como referencia en su totalidad.

Los términos “animal”, “sujeto” y “paciente” tal como se utilizan aqui incluyen todos los miembros del reino
animal incluyendo, pero no limitAndose a, mamiferos, animales (por ejemplo, gatos, perros, caballos,
cerdos, etc.) y humanos.

Descripcion

La presente invencion provee métodos y composiciones para la inhibicion de polimerasas de acidos
nucleicos virales, tales como polimerasas de ADN y/o ARN virales, y métodos y composiciones que son
Utiles para tratar infecciones virales en sujetos. Los métodos comprenden la administracion al sujeto de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula I, 0 una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicién que comprende un compuesto de la formula |, o una sal o hidrato
farmacéuticamente aceptables del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion o
método puede comprender opcionalmente uno o mas agentes antivirales adicionales. Los métodos y
composiciones son Utiles para el tratamiento, supresion y/o prevencion de infecciones virales en sujetos
gue pueden surgir de la infeccién por una o mas familias, géneros, subtipos, serotipos o cepas de virus.

Los compuestos de la formula | son derivados de la 9-desazaadenina conocidos generalmente como
inmucilinas, cuya sintesis esta descrita, por ejemplo, en WO 03/80620, y por Evans et al., in Tetrahedron
2000, 56, 3053 y J. Org. Chem. 2001, 66(17), 5723. La sintesis de estructuras similares esta discutida, por
ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,985,848; 6,066,722; 6,228,741 y las publicaciones
PCT WO 2003/080620 y 2008/030119. Los derivados de inmucilina han sido estudiados como inhibidores
de PNP (véase, Kicska et al., J. Biol. Chem. 2002, 277, 3219-3225, y Kicska t al., J. Biol. Chem. 2002,
277, 3226-3231). También se han estudiado algunas inmucilinas tales como inhibidores de 5°-
metiltioadenosin fosforilasa (MTAP) o 5’-metiltioadenosin nucleosidasa (MTAN). Tales mecanismos han
sido implicados en el tratamiento de cancer e infecciones bacterianas (véase, WO 03/080620).

Los compuestos de la férmula | pueden exhibir propiedades tautoméricas. Asi, la presente invencion
también abarca formas tautoméricas de compuestos de la férmula I, y mezclas de los mismos. Sera
evidente adicionalmente que algunos compuestos existen como sales, solvatos y/o hidratos
farmacéuticamente aceptables, cada uno de los cuales también estd dentro de las realizaciones de la
invencion.

En algunas realizaciones, el compuesto de la férmula | existe como una sal farmacéuticamente aceptable.
En algunas realizaciones, la forma de sal es aproximadamente una relacién 1:1 de acido y compuestos de
la féormula I. En algunas realizaciones, la forma de sal esta en una relacion mayor de aproximadamente
1:1 de &cido y compuesto de la férmula |. En algunas realizaciones, la forma de sal esta en una relacion
de aproximadamente 2:1 de acido y compuesto de la formula I. En algunas realizaciones, la forma de sal
existe como un hidrato.

En algunas realizaciones, el compuesto de la férmula | existe como un hidrato o solvato.

Los compuestos de la divulgacion por lo tanto son Utiles en el tratamiento y/o prevencién de infecciones
virales en un anfitrién o sujeto. Los métodos de la invencidn pueden ser utilizados en el tratamiento y/o
prevencién de estados o condiciones de enfermedad causados por y/o relacionados con tales infecciones
virales. Ejemplos de tales infecciones virales incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, rinovirus,
hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampion, Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela,
encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza (incluyendo humana, aviar y porcina), lassa,
coriomeningitis linfocitica, Junin, machuppo, guanarito, hantavirus, fiebre del Valle del Rift, La Crosse,
encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, bosque de Kyasanur, encefalitis
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equina venezolana, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo
severo (SARS), parainfluenza, respiratoria sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencién se utilizan para tratar o prevenir una infeccion
viral asociada con un virus. En algunas realizaciones, la infeccién viral comprende infecciéon con uno o
mas tipos de virus. En algunas realizaciones, la infeccion viral comprende infeccién por uno o mas virus
seleccionados del grupo consistente de virus de orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae,
buniaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae y coronaviridae. En algunas realizaciones,
la infeccién viral comprende infecciéon por uno o mas virus seleccionados del grupo consistente de virus
adenovirus, rinovirus, hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampion, Ebola, Coxsackie, Rhino,
Nilo Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza (incluyendo humana, aviar
y porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo, guanarito, hantavirus, fiebre del Valle del
Rift, La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, bosque de
Kyasanur, encefalitis equina venezolana, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental,
sindrome respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza, respiratorio sincitial, Punta Toro, Tacaribe y
paquindae.

En algunas realizaciones, la infeccion viral comprende infeccion por uno o mas virus seleccionados del
grupo consistente de virus de adenovirus, fiebre del dengue, influenza A e influenza B (incluyendo
humana, aviar y porcina), Junin, sarampion, parainfluenza, Pichinde, Punta Toro, respiratorio sincitial,
rinovirus, fiebre del Valle del Rift, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), Tacaribe, encefalitis
equina venezolana, Nilo Occidental y fiebre amarilla.

En algunas realizaciones, el virus es Ebola, Marburg, fiebre amarilla, influenza A o influenza B. En algunas
realizaciones el virus es Ebola. En algunas realizaciones, el virus es Marburg. En algunas realizaciones, el
virus es fiebre amarilla. En algunas realizaciones, el virus es influenza A o influenza B.

En algunas realizaciones, el virus es Nilo Occidental o fiebre del dengue. En algunas realizaciones el virus
es Nilo Occidental. En algunas realizaciones, el virus es fiebre del dengue.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencion se utilizan para inhibir la replicacion o
infectividad de un virus. En algunas realizaciones, los compuestos de la invencién se utilizan para inhibir
el crecimiento de células infectadas con un virus. Ejemplos de dichos virus incluyen, pero no se limitan a,
virus de las familias orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae,
togaviridae, picornaviridae y coronaviridae. Ejemplos especificos de virus incluyen, pero no se limitan a,
adenovirus, rinovirus, hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampion, Ebola, Coxsackie, Rhino,
Nilo Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza (incluyendo humana, aviar
y porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo, guanarito, hantavirus, fiebre del Valle del
Rift, La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, bosque de
Kyasanur, encefalitis equina venezolana, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental,
sindrome respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza, respiratorio sincicial, Punta Toro, Tacaribe y
paquindae.

Asi, en algunas realizaciones, el virus es seleccionado del grupo consistente de virus de las familias
orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae y coronaviridae. En algunas realizaciones, la infeccién viral comprende un virus
seleccionado del grupo consistente de virus de hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampién,
Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza
(incluyendo humana, aviar y porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo, guanarito,
hantavirus, fiebre del Valle del Rift, La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg,
encefalitis Japonesa, bosque de Kyasanur, encefalitis equina venezolana, encefalitis equina oriental,
encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza, respiratorio
sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae.

En algunas realizaciones, la infeccion viral comprende un virus seleccionado del grupo consistente de
virus de adenovirus, fiebre del dengue, influenza A e influenza B (incluyendo humana, aviar y porcina),
Junin, sarampion, parainfluenza, Pichinde, Punta Toro, respiratorio sincicial, rinovirus, fiebre del Valle del
Rift, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), Tacaribe, encefalitis equina venezolana, Nilo Occidental,
y fiebre amarilla.

En algunas realizaciones, el virus es Ebola, Marburg, fiebre amarilla, influenza A o influenza B. En algunas
realizaciones, el virus es Ebola. En algunas realizaciones, el virus es Marburg. En algunas realizaciones,
el virus es fiebre amarilla. En algunas realizaciones, el virus es influenza A o influenza B.

En algunas realizaciones, el virus es Nilo Occidental o fiebre del dengue. En algunas realizaciones el virus
es Nilo Occidental. En algunas realizaciones, el virus es fiebre del dengue.
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En algunas realizaciones, la presente invencion provee un método para inhibir una ARN o ADN
polimerasa viral en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo.

De acuerdo con el sistema de clasificacién de Baltimore, los virus de ARN polimerasa pueden ser
clasificados en grupos tales como, por ejemplo, virus de cadena doble, virus de cadena sencilla en sentido
positivo, y virus de cadena sencilla en sentido negativo. Las familias de cadena sencilla en sentido
positivo incluyen, por ejemplo, coronaviridae, picornaviridae, togaviridae, flaviviridae, y similares. Familias
de cadena sencilla en sentido negativo incluyen, por ejemplo, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae,
orthmixoviridae, filoviridae, y similares. Cada una de las familias de virus puede ser clasificada
adicionalmente en géneros, especies y serotipo (0 subtipo). Otras designaciones para designaciones
taxonoémicas de los virus estan definidas por las guias de clasificacién de acuerdo con el International
Committee on Taxonomy of Viruses.

En algunas realizaciones, la ARN polimerasa es de cadena doble. En algunas realizaciones, la ARN
polimerasa es de cadena sencilla. En algunas realizaciones, la ARN polimerasa es de cadena sencilla en
sentido positivo. En algunas realizaciones, la ARN polimerasa es de cadena sencilla en sentido negativo.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién proveen un amplio espectro de inhibicién
de virus y/o ARN polimerasas de una o mas familias, géneros, subtipos, cepas y/o serotipos de virus. En
algunas realizaciones, los métodos proveen tratamiento, supresion o prevencién en amplio espectro de
infecciones a partir de una o mas familias, géneros, subtipos, cepas o serotipos de virus. En algunas
realizaciones, el amplio espectro abarca mas de dos familias, géneros, subtipos, cepas y/o serotipos de
virus.

En algunas realizaciones, la presente invencion provee un método para inhibir polimerasas virales de una
0 mas familias, géneros, subtipos, serotipos o cepas de virus. En algunas realizaciones, la presente
invencion provee un método para tratar, suprimir y/o prevenir una infeccion viral en donde la infeccion viral
es un resultado de infeccion con una o més familias, géneros, subtipos, serotipos o cepas de virus.

En algunas realizaciones, las polimerasas virales o virus son de uno o mas géneros de virus. En algunas
realizaciones, las polimerasas virales o virus son de una o méas especies de virus. En algunas
realizaciones, las polimerasas virales o virus son seleccionados de uno o mas subtipos, o serotipos. En
algunas realizaciones, las polimerasas virales o virus son seleccionados de una 0 mas cepas.

En algunas realizaciones, la ARN polimerasa viral es seleccionada del grupo consistente de polimerasas
de la familias orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae,
togaviridae, picornaviridae y coronaviridae. En algunas realizaciones, la ARN polimerasa viral es
seleccionada del grupo consistente de polimerasas de las familias orthmixoviridae, paramixoviridae,
arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae y coronaviridae. En algunas
realizaciones, las ARN polimerasas virales comprenden una polimerasa seleccionada del grupo
consistente de virus de hepatitis, virus de inmunodeficiencia, y polimerasa viral de polio, sarampion,
Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza
(incluyendo humana, aviar y porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo, guanarito,
hantavirus, fiebre del Valle del Rift, La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg,
encefalitis Japonesa, bosque de Kyasanur, encefalitis equina venezolana, encefalitis equina oriental,
encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza, respiratorio
sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae.

En algunas realizaciones, la ARN polimerasa viral es seleccionada del grupo consistente de polimerasas
de adenovirus, polimerasa viral de fiebre de dengue, influenza A o influenza B (incluyendo humana, aviar
y porcina), Junin, sarampion, parainfluenza, Punta Toro, respiratorio sincicial, rinovirus, fiebre del Valle del
Rift, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), Tacaribe, encefalitis equina venezolana, Nilo Occidental,
y fiebre amarilla.

En algunas realizaciones, la ARN polimerasa viral es polimerasa viral de Ebola, Marburg, fiebre amarilla,
influenza A o influenza B. En algunas realizaciones la ARN polimerasa viral es polimerasa viral de Ebola.
En algunas realizaciones, la ARN polimerasa viral es polimerasa viral de Marburg. En algunas
realizaciones, la ARN polimerasa viral es polimerasa viral de fiebre amarilla. En algunas realizaciones, la
ARN polimerasa viral es polimerasa viral de influenza A o polimerasa viral de influenza B. En algunas
realizaciones, la polimerasa viral es polimerasa viral de Nilo Occidental o fiebre del dengue. En algunas
realizaciones la polimerasa viral es polimerasa viral de Nilo Occidental. En algunas realizaciones, la
polimerasa viral es polimerasa viral de la fiebre del dengue.

En algunas realizaciones, los virus son seleccionados del grupo consistente de las familias

orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae y coronaviridae. En algunas realizaciones, los virus son seleccionados del grupo
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consistente de hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampién, Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo
Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza (incluyendo humana, aviar y
porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo, guanarito, hantavirus, fiebre del Valle del Rift,
La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, bosque de Kyasanur,
encefalitis equina venezolana, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental, sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza, respiratorio sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae.

En algunas realizaciones, los virus son seleccionados del grupo consistente de adenovirus, virus de fiebre
del dengue, influenza A e influenza B (incluyendo humana, aviar y porcina), Junin, sarampion,
parainfluenza, Pichinde, Punta Toro, respiratoria sincicial, rinovirus, fiebre del Valle del Rift, sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), Tacaribe, encefalitis equina venezolana, Nilo Occidental y fiebre
amarilla.

En algunas realizaciones, el virus es Ebola, Marburg, fiebre amarilla, influenza A o influenza B. En algunas
realizaciones, el virus es Ebola. En algunas realizaciones, el virus es Marburg. En algunas realizaciones,
el virus es fiebre amarilla. En algunas realizaciones, el virus es influenza A o influenza B.

En algunas realizaciones, el virus es Nilo Occidental o fiebre del Dengue. En algunas realizaciones el
virus es Nilo Occidental. En algunas realizaciones, el virus es fiebre del dengue.

El genoma del virus de influenza A tiene una ARN polimerasa dependiente de ARN, la cual cataliza la
transcripcion y replicacion del ARN viral. Debido a que la trascripcion y replicacion del virus depende de la
actividad de la ARN polimerasa, esta enzima a cobrado interés como objetivo para el desarrollo de nuevos
compuestos antivirales en la aparicion de la reciente emergencia de virus resistentes a farmacos. Los
virus pueden desarrollar resistencia a un farmaco durante el tratamiento, disminuyendo asi la eficacia del
farmaco requiriendo que el sujeto sea tratado con otro farmaco antiviral. Un farmaco o tratamiento que
exhibe eficacia simultdnea contra un amplio espectro de cepas virales seria por lo tanto util.

Ademas, la composicion o método puede comprender uno o mas agentes antivirales en combinacién con
un compuesto de la férmula I. Ejemplos de tales agentes antivirales incluyen, pero no se limitan a,
Cytovene, Ganciclovir, fosfonoformiato de trisodio, ribavirin, interferén, d4T, ddl, AZT, y amantadina,
rimandatina y otros agentes antiinfluenza; Acyclovir y agentes relacionados, Foscarnet y otros agentes
antivirus del herpes. Ejemplos no limitantes de inhibidores de la neuraminidasa incluyen laninamivir,
oseltamivir, zanamivir y peramivir.

Se describen compuestos que se relacionan con la inhibicién de la polimerasa de la influenza, por
ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 7,388,002; 7,560,434 y en las Solicitudes de Patente
de los Estados Unidos Nos. 12/440,697 (publicada como Publicacién de Patente de los Estados Unidos
No. 20100129317); y 12/398,866 (publicada como Publicacion de Patente de los Estados Unidos No.
20090227524). Actualmente, hay un inhibidor de polimerasa de influenza en ensayos clinicos, conocido
como T-705 (favipiravir; 6-fluoro-3-hidroxi-2-pirazincarboxamida). El T-705 posee actividad antiviral
potente y de amplio espectro contra multiples cepas de infeccion por virus de influenza in vitro e in vivo
(Kiso et al., PNAS 2010, 107, 882-887). El T-705 es caracterizado por un mecanismo de accion que es
diferente de la mayoria de los farmacos antivirales de la influenza.

Otra clase de compuestos utilizados como antivirales son los inhibidores de M2 (véase, Pielak, R.,
Schnell, J., & Chou, J. (2009) Proceedigs of the National Academy of Sciences, 106 (18), 7379-7384.
Miembros de ejemplos de esta clase incluyen amantadina y rimantadina.

Asi, en algunas realizaciones, los métodos de la invencién comprenden adicionalmente la administracion
de uno 0 mas agentes antivirales adicionales.

En algunas realizaciones, un agente antiviral adicional es seleccionado del grupo consistente de
Cytovene, Ganciclovir, fosfonoformiato de trisodio, ribavirin, interferon, d4T, ddl, AZT, y amantadina,
rimantadina, T-705 y otros agentes antiinfluenza; Acyclovir y agentes relacionados, Foscarnet y otros
agentes antivirus del herpes.

En algunas realizaciones, un agente antiviral adicional es un agente antiinfluenza. En algunas
realizaciones, un agente antiviral adicional es un inhibidor de la neuraminidasa. En algunas realizaciones,
un agente antiviral adicional es seleccionado del grupo consistente de laninamivir, oseltamivir, zanamivir y
peramivir. En algunas realizaciones, un agente antiviral adicional es paramivir. En algunas realizaciones,
un agente antiviral adicional es laninamivir. En algunas realizaciones, el agente antiviral adicional es
oseltamivir. En algunas realizaciones, un agente antiviral adicional es zanamivir.

En algunas realizaciones, un agente antiviral adicional es un inhibidor de M2. En algunas realizaciones,
un agente antiviral adicional es seleccionado del grupo consistente de amantadina y rimandatina.
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En algunas realizaciones, los métodos de la invencién comprenden la administracion de dos agentes
antivirales adicionales. En algunas realizaciones, los agentes antivirales adicionales son un inhibidor de la
neuraminidasa y un inhibidor de M2. En algunas realizaciones, los agentes antivirales adicionales son
seleccionados de los grupos consistentes de 1) laninamivir, oseltamivir, zanamivir y peramivir; y 2)
amantadina y rimandatina. En algunas realizaciones, los agentes antivirales adicionales son peramivir y
amantadina. En algunas realizaciones, los agentes antivirales adicionales son peramivir y rimantadina.

La presente invencion provee métodos para inhibir una ARN o ADN polimerasa viral que comprende
poner en contacto la polimerasa con una cantidad inhibidora efectiva del compuesto de férmula I, o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, la presente invencion provee un método para tratar un sujeto que sufre de una
infeccion viral que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, la presente invencion provee un método para suprimir una infeccion viral en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de
la formula I, 0 una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, la presente invencién provee un método para tratar un sujeto que sufre de una
infeccion viral de ARN que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva
de un compuesto de la formula I, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, la infeccién viral comprende infeccion por uno o mas virus.

En algunas realizaciones, las infecciones virales son infecciones seleccionadas de los virus de las familias
orthmixoviridae, paramixoviridae, arenaviridae, buniaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae y coronaviridae, o cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, las
infecciones virales son infecciones seleccionadas de virus de hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio,
sarampion, Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela, encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del
dengue, influenza (incluyendo humana, aviar y porcina), lassa, coriomeningitis linfocitica, Junin, machupo,
guanarito, hantavirus, fiebre del Valle del Rift, La Crosse, encefalitis de California, Crimea-Congo,
Marburg, encefalitis Japonesa, bosque de Kyasanur, encefalitis equina venezolana, encefalitis equina
oriental, encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), parainfluenza,
respiratorio sincicial, Punta Toro, Tacaribe y pachindae, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la infeccion viral comprende infeccion por uno o mas virus seleccionados del
grupo consistente de virus de adenovirus, fiebre del dengue, influenza A e influenza B (incluyendo
humana, aviar y porcina), Junin, sarampioén, parainfluenza, Pichinde, Punta Toro, respiratorio sincicial,
rinovirus, fiebre del Valle del Rift, sindrome respiratorio agudo severo (SARS), Tacaribe, encefalitis
equina venezolana, Nilo Occidental y fiebre amarilla.

En algunas realizaciones, el virus es Ebola, Marburg, fiebre amarilla, influenza A o influenza B. En algunas
realizaciones, el virus es Ebola. En algunas realizaciones, el virus es Marburg. En algunas realizaciones,
el virus es fiebre amarilla. En algunas realizaciones, el virus es influenza A o influenza B.

En algunas realizaciones, el virus es Nilo Occidental o fiebre del Dengue. En algunas realizaciones el
virus es Nilo Occidental. En algunas realizaciones, el virus es fiebre del dengue.

En algunas realizaciones, las infecciones virales son seleccionadas de virus de influenza A, influenza B,
PIV, RSV, Junin, Pichinde, fiebre del Valle del Rift, fiebre del dengue, sarampion, fiebre amarilla y SARS-
CoV, cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, las infecciones virales son
infecciones seleccionadas de influenza A y B, subtipos de las mismas, cepas de las mismas o cualquier
combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, las infecciones virales son infecciones
seleccionadas de Ebola, Marburg, o fiebre amarilla. En algunas realizaciones, la infeccion viral es Ebola.
En algunas realizaciones, la infeccion viral es Marburg. En algunas realizaciones, la infeccién viral es
fiebre amarilla. En algunas realizaciones, la infeccion viral es Nilo Occidental o fiebre del dengue. En
algunas realizaciones la infeccion viral es Nilo Occidental. En algunas realizaciones, la infeccion viral es
fiebre del dengue.

En algunas realizaciones, la divulgacion provee el uso de composiciones farmacéuticas y/o medicamentos
que comprenden el compuesto de la formula |, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable de los
mismos, en un método para tratar una infeccion viral, y/o un estado de enfermedad y/o una condicion
causados o relacionados con tal infeccion viral.

En algunas realizaciones, el método de tratamiento comprende las etapas de: i) identificar un sujeto que
requiere tal tratamiento, ii) proveer un compuesto de la formula I, 0 una sal o hidrato farmacéuticamente
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aceptables del mismo, o una composicién que comprende un compuesto de férmula I, o una sal o hidrato
farmacéuticamente aceptables del mismo; y iii) administrar dicho compuesto o composicién en una
cantidad terapéuticamente efectiva para tratar la infeccién viral en el sujeto o para inhibir la actividad de la
ADN o ARN polimerasa en un sujeto que requiere de tal tratamiento.

En algunas realizaciones, la eficacia del tratamiento es el resultado de la inhibicién de una ADN o ARN
polimerasa viral. En algunas realizaciones, la eficacia del tratamiento es el resultado de inhibir las
polimerasas virales de una o mas familias de virus.

En algunas realizaciones, las polimerasas virales o virus son de uno mas géneros de virus. En algunas
realizaciones, las polimerasas virales o virus son de una o mas especies de virus. En algunas
realizaciones, las polimerasas virales o virus son seleccionados de uno o mas subtipos, serotipos o cepas.

En algunas realizaciones, el método se lleva a cabo in vivo.

En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero. En algunas realizaciones, el sujeto es un humano. En
algunas realizaciones, el sujeto es un ave. En algunas realizaciones el sujeto es un porcino o cerdo.

En algunas realizaciones, el fluido corporal es sangre. En algunas realizaciones, el fluido corporal es
plasma. En algunas realizaciones, el fluido corporal es suero sanguineo.

En algunas realizaciones, el compuesto 0 composicibn son administrados por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular u oral.

En algunas realizaciones, el compuesto o composiciéon son administrados por via intravenosa.
En algunas realizaciones, el compuesto o composiciéon son administrados por via intraperitoneal.
En algunas realizaciones, el compuesto o composicién son administrados por via intramuscular.
En algunas realizaciones, el compuesto o composicién son administrados por via oral.

Los métodos comprenden la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién que
comprende un compuesto de la formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos
para los experimentados en la técnica e incluyen, por ejemplo, adyuvantes, diluyentes, excipientes,
agentes de relleno, lubricantes y vehiculos. Frecuentemente, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es
quimicamente inerte hacia los compuestos activos y es no tdxico bajo las condiciones de uso. Ejemplos
de vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, agua o solucion salina, polimeros
tales como polietilen glicol, carbohidratos y derivados de los mismos, aceites, acidos grasos o alcoholes.
En algunas realizaciones, el vehiculo es solucion salina o agua. En algunas realizaciones, el vehiculo es
solucidn salina. En algunas realizaciones, el vehiculo es agua.

En algunas realizaciones, el método de prevencion o supresion de la infeccion o estado de enfermedad
viral comprende las etapas de: i) identificar al sujeto que requiere de tal tratamiento; ii) proveer un
compuesto de férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo, o una composicién
gue comprende un compuesto de la férmula I, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del
mismo; Yy iii) administrar dicho compuesto o composicion en una cantidad terapéuticamente efectiva para
prevenir o suprimir la infeccion o estado de enfermedad viral en el sujeto o para inhibir la actividad de la
ADN o ARN polimerasa en un sujeto que requiere de tal tratamiento.

Los compuestos de la presente invencion son preparados de formas diferentes, tales como sales,
hidratos, solvatos, tautdmeros o complejos, y la invencién incluye métodos que abarcan todas las formas
variantes de los compuestos.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion comprenden sales farmacéuticamente aceptables
del compuesto de férmula I. Un compuesto de férmula | también puede ser formulado como una sal
farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, sal acida, y complejos del mismo. La preparacion de tales
sales puede facilitar el uso farmacolégico alterando las caracteristicas fisicas de la gente sin evitar su
efecto fisiolégico. Ejemplos de alteraciones Utiles en las propiedades fisicas incluyen, pero no se limitan a,
disminuir el punto de fusion para facilitar la administracion transmucosa e incrementar la solubilidad para
facilitar la administracion de concentraciones mas altas del farmaco.

Los sujetos de la invencién son sistemas in vitro e in vivo, incluyendo, por ejemplo, células o tejidos
aislados o cultivados, ensayos en sistemas no celulares in vitro y animales (por ejemplo, un anfibio, un
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ave, un pez, un mamifero, un marsupial, un humano, un animal doméstico tal como, por ejemplo, un gato,
perro, mono, ratén o rata; o un animal comercial tal como, por ejemplo, una vaca o un cerdo).

Los compuestos de la invencion pueden ser formulados en composiciones farmacéuticas para administrar
a sujetos en una forma biolégicamente compatible adecuada para la administracion in vivo. De acuerdo
con otro aspecto, la presente invencidon provee una composicion farmacéutica que comprende
compuestos de la férmula | en mezcla con un diluyente y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
vehiculo farmacéuticamente aceptable debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la composicion y no ser nocivo para el receptor del mismo. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables empleados aqui pueden ser seleccionados a partir de diversos materiales
organicos o inorganicos que son utilizados como materiales para formulaciones farmacéuticas y que se
incorporan como agentes analgésicos, reguladores, aglomerantes, desintegrantes, diluyentes,
emulsificantes, excipientes, extensores, deslizantes, solubilizantes, estabilizadores, agentes de
suspension, agentes de tonicidad, vehiculos y agentes para incremento de la viscosidad. También pueden
agregarse aditivos farmacéuticos, tales como antioxidantes, aromaticos, colorantes, agentes de mejora
del sabor, conservantes y endulzantes. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos aceptables incluyen
carboximetil celulosa, celulosa cristalina, glicerina, goma arabiga, lactosa, estearato de magnesio, metil
celulosa, polvos, solucién salina, alginato de sodio, sacarosa, almiddn, talco y agua, entre otros. En
algunas realizaciones, el término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia
reguladora del gobierno federal o de un estado o listado en la U.S. Pharmacopeia u otra farmacopea
reconocida de manera general para uso en animales, y mas particularmente en humanos.

Surfactantes tales como, por ejemplo, detergentes, también son adecuados para uso en las
formulaciones. Ejemplos especificos de surfactantes incluyen polivinil pirrolidona, polivinil alcoholes,
copolimeros de acetato de vinilo y vinil pirrolidona, polietil glicoles, alcohol bencilico, manitol, glicerol,
sorbitol o ésteres polioxietilenados de sorbitano; lecitina o carboximetil celulosa de sodio; o derivados de
acrilico, tales como metacrilatos y otros, surfactantes anidnicos, tales como estearatos alcalinos, en
particular estearato de sodio, potasio 0 amonio; estearato de calcio o estearato de trietanolamina; sulfatos
de alquilo, en particular lauril sulfato de sodio y cetil sulfato de sodio; dodecil bencenos sulfonato de sodio
o dioctil sulfosuccinato de sodio; o &cidos grasos, en particular los derivados de aceite de coco,
surfactantes cationicos, tales como sales de amonio cuaternario solubles en agua de férmula
N'R'R’"R”R™Y’, en la cual los radicales R son radicales hidrocarburo idénticos o diferentes
opcionalmente hidroxilados y Y™ es un anién de un &cido fuerte, tal como aniones haluro, sulfato o
sulfonato; el bromuro de cetiltrimetilamonio es uno de los surfactantes catidnicos que pueden ser usado,
sales de amina de la formula N'R’R”R’”, en la cual los radicales R son radicales hidrocarburo idénticos o
diferentes opcionalmente hidroxilados; el clorhidrato de octadecilamina es uno de los surfactantes
catibnicos que pueden ser usados, surfactantes no iénicos tales como ésteres polioxietilenados
opcionalmente de sorbitano, en particular polisorbato 80, o éteres de alquilo polioxietilenados; estearato
de polietilen glicol, derivados polioxietilenados de aceite de castor, ésteres de poliglicerol, alcoholes
grasos polioxietilenados, acidos grasos polioxietilenados o copolimeros de éxido de etileno y de 6xido de
propileno, surfactantes anfotéricos, tales como lauril compuestos de betaina sustituidos.

Cuando se administran a un sujeto, los compuestos de la férmula | y los vehiculos farmacéuticamente
aceptables pueden ser estériles. En algunas realizaciones, el agua es un vehiculo cuando el compuesto
de férmula | es administrado por via intravenosa. En algunas realizaciones, el vehiculo es una solucion
salina cuando el compuesto de la férmula | es administrado por via intravenosa. Pueden emplearse
soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones
inyectables. Vehiculos farmacéuticos adecuados pueden incluir también excipientes tales como almidon,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, silica gel, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada seca, glicerol, propilen glicol, polietilen
glicol 300, agua, etanol, polisorbato 20 y similares. Las presentes composiciones, si se desea, pueden
contener también cantidades menores de agentes humectantes o emulsificantes, o de agentes
reguladores del pH.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion son preparadas por métodos bien conocidos en
las artes farmacéuticas. Por ejemplo, los compuestos de la formula | se asocian con un vehiculo y/o
diluyente, como una suspensiéon o solucion. Opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios (por
ejemplo, reguladores, agentes saborizantes, agentes de superficie activa y similares) también son
agregados. La seleccion del vehiculo esta determinada por la solubilidad y naturaleza quimica de los
compuestos, ruta escogida de administracién y practica farmacéutica estandar. En algunas realizaciones,
la formulacion comprende un compuesto de férmula | y agua. En algunas realizaciones, la formulacién
comprende un compuesto de la férmula | y solucién salina.

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencidn son administrados a un sujeto humano o animal
por procedimientos conocidos que incluyen, sin limitacién, administracion oral, sublingual o bucal,
administracion parenteral, administracion transdérmica, via inhalacién o intranasalmente, por via vaginal,
por via rectal e intramuscular. Los compuestos de la invencion son administrados por via parenteral, por
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inyeccion epifascial, intracapsular, intracraneal, intracutanea, intratecal, intramuscular, intraorbital,
intraperitoneal, intraespinal, intraesternal, intravascular, intravenosa, parenquimatosa, subcutdnea o
sublingual, o mediante un catéter. En algunas realizaciones, el compuesto es administrado al sujeto a
manera de administracion intramuscular. En algunas realizaciones, el compuesto es administrado al
sujeto mediante administracién intraperitoneal. En algunas realizaciones, el compuesto es administrado al
sujeto mediante administracion intravenosa. En algunas realizaciones, el compuesto es administrado
oralmente.

Para administracion oral, una formulaciéon de los compuestos de la invencidon puede ser presentada en
capsulas, tabletas, polvos, granulos o como una suspension o solucién. Las formulaciones en capsula
pueden ser de gelatina, gel blanda o sdlida. Las formulaciones en tabletas y capsula pueden contener
adicionalmente uno o mas adyuvantes, aglomerantes, diluyentes, desintegrantes. Excipientes, agentes de
relleno o lubricantes, cada uno de los cuales es conocido en la técnica. Ejemplos de tales incluyen
carbohidratos tales como lactosa o sacarosa, fosfato dibasico de calcio anhidro, almidén de maiz, manitol,
xilitol, celulosa o derivados de la misma, celulosa microcristalina, gelatina, estearatos, diéxido de silicio,
talco, glicolato de almidén de sodio, acacia, agentes saborizantes, conservantes, agentes reguladores,
desintegrantes y colorantes. Las composiciones administradas oralmente pueden contener uno o mas
agentes opcionales tales como, por ejemplo, agentes endulzantes tales como fructosa, aspartame o
sacarina; agentes saborizantes tales como menta, aceite de gaulteria, o cereza; agentes colorantes; y
agentes conservantes, para proveer una preparacion farmacéuticamente paladeable.

Para administracion parenteral (esto es, administracion por inyeccion a través de una ruta diferente al
canal alimentario), los compuestos de la invencion pueden ser combinados con una solucién acuosa
estéril que es isotdnica con la sangre del sujeto. Tal formulacién es preparada disolviendo un ingrediente
activo solido en agua que contiene sustancias fisiologicamente compatibles, tales como cloruro de sodio,
glicina y similares, y que tiene un pH regulado compatible con condiciones fisiologicas, de tal manera que
se produzca una solucion acuosa, y luego hacer dicha soluciéon acuosa estéril. La formulacion puede ser
presentada en contenedores unitarios o de dosis multiples, tales como ampollas o viales sellados. La
formulacion puede ser administrada por cualquier medio de inyeccién, incluyendo, sin limitacion,
epifascial, intracapsular, intracraneal, intracutaneo, intratecal, intramuscular, intraorbital, intraperitoneal,
intraespinal, intraesternal, intravascular, intravenoso, parenquimatoso, subcutdneo o sublingual o
mediante un catéter en el cuerpo del sujeto.

La administracién parenteral incluye soluciones con base acuosa y no acuosa. Ejemplos de las cuales
incluye, por ejemplo, agua, solucién salina, soluciones acuosas de azucar o alcohdlicas de azucar,
alcohdlicas (tales como alcohol etilico, isopropanol, glicoles) éteres, aceites, glicéridos, acidos grasos y
ésteres de acidos grasos. En algunas realizaciones, se utiliza agua para administracioén parenteral. En
algunas realizaciones, se utiliza solucién salina para administracion parenteral. Los aceites para inyeccion
parenteral incluyen aceites de base animal, vegetal, sintética o de petréleo. Ejemplos de azlcares para
solucion incluyen sacarosa, lactosa, dextrosa, manosa y similares. Ejemplos de aceites incluyen aceite
mineral, petrolato, aceite de soja, aceite de maiz, aceite de algodoén, aceite de cacahuete y similares.
Ejemplos de &cidos y ésteres grasos incluyen &cido oleico, acido miristico, &cido esteérico, &cido
isoestearico, y ésteres de los mismos.

Para administracion transdérmica, los compuestos de la invencién son combinados con potenciadores de
la penetracién a través de la piel, tales como propilen glicol, polietilen glicol, isopropanol, etanol, acido
oleico, N-metilpirrolidona y similares, los cuales incrementan la permeabilidad de la piel a los compuestos
de la invencién y permiten que los compuestos penetren a través de la piel y hacia la corriente sanguinea.
El compuesto/composiciones potenciadoras también pueden ser combinados adicionalmente con una
sustancia polimérica, tal como etilcelulosa, hidroxipropil celulosa, etileno/vinilacetato, polivinil pirrolidona, y
similares, para proveer la composicion en forma de gel, los cuales se disuelven en un solvente, tales
como cloruro de metileno, se evaporan hasta la viscosidad deseada y luego se aplican a material de
soporte para proveer un parche.

En algunas realizaciones, la composicién es en forma de dosis unitaria tal como una tableta, capsula o
vial de dosis individual. Dosis unitarias adecuadas, esto es, cantidades terapéuticamente efectivas,
pueden ser determinadas durante los ensayos clinicos disefiados apropiadamente para cada una de las
condiciones para las cuales se indica la administracion de un compuesto escogido y desde luego, variaran
dependiendo del punto final clinico deseado.

La presente invencion también provee articulos de manufactura para tratar y evitar trastornos, tales como
trastornos virales, en un sujeto. Los articulos de manufactura comprenden una composicion farmacéutica
de los compuestos de la férmula |, opcionalmente con contenido adicional de al menos un compuesto
antiviral, tal como se describe aqui. Los articulos de manufacturas son empacados con indicaciones para
diversos trastornos que las composiciones farmacéuticas son capaces de tratar y/o evitar. Por ejemplo,
los articulos de manufactura comprenden una dosis unitaria de un compuesto divulgado aqui que es
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capaz de tratar o evitar ciertos trastornos, y una indicacion de que la dosis unitaria es capaz de tratar o
prevenir un cierto trastorno, por ejemplo una infeccién viral.

De acuerdo con un método de la presente invencion, los compuestos de la formula | son administrados al
sujeto (o0 son puestos en contacto con las células del sujeto) en una cantidad efectiva para limitar o evitar
un descenso en el nivel de virus en el sujeto, particularmente en células del sujeto. Esta cantidad es
determinada facilmente por el técnico experimentado, con base en procedimientos conocidos, incluyendo
analisis de curvas de titulacion establecidos in vivo y métodos y ensayos divulgados aqui. En algunas
realizaciones, una cantidad adecuada de los compuestos de la invencién efectiva para limitar o evitar un
incremento en el nivel de particulas virales en el sujeto varia desde aproximadamente 0.01 mg/kg/dia
hasta aproximadamente 1000 mg/kg/dia, y/o es una cantidad suficiente para alcanzar niveles en plasma
que varian desde aproximadamente 300 ng/mL hasta aproximadamente 1000 ng/mL o mayores. En
algunas realizaciones, la cantidad de compuestos de la invencién varia desde aproximadamente 5
mg/kg/dia hasta aproximadamente 1000 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se anexan desde
aproximadamente 0.01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 500 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se
administran desde aproximadamente 0.01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 300 mg/kg/dia. En algunas
realizaciones, se administran desde aproximadamente 0.01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 200
mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se administran desde aproximadamente 0.05 mg/kg/dia hasta
aproximadamente 100 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se administran desde aproximadamente 0.05
mg/kg/dia hasta aproximadamente 50 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se administran desde
aproximadamente 0.05 mg/kg/dia hasta aproximadamente 30 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se
administran desde aproximadamente 0.05 mg/kg/dia hasta aproximadamente 10 mg/kg/dia.

La dosis precisa para ser empleada en las composiciones también dependerd de la ruta de
administracion, y de la gravedad de la infeccion o trastorno, y deberia ser decidida de acuerdo con el
juicio del médico y de las circunstancias de cada paciente. Sin embargo, los rangos de dosificacion
efectiva adecuados para administracion intramuscular son generalmente de aproximadamente 0.5 hasta
aproximadamente 1000 mg del compuesto de férmula | por kilogramo de peso corporal. En realizaciones
especificas, la dosis intramuscular es aproximadamente 500 hasta aproximadamente 1000 mg/kg,
aproximadamente 300 hasta aproximadamente 500 mg/kg, aproximadamente 200 hasta
aproximadamente 300 mg/kg, aproximadamente 100 hasta aproximadamente 200 mg/kg,
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 100 mg/kg, aproximadamente 10 hasta aproximadamente
50 mg/kg, o aproximadamente 5 hasta aproximadamente 10 mg/kg (o las dosis equivalentes expresadas
por metro cuadrado de &rea superficial corporal). Alternativamente, un rango de dosis adecuado para
administracion intravenosa puede ser obtenido utlizando dosis de aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 1000 mg, sin ajuste con respecto al peso corporal o area superficial corporal del
paciente. Alternativamente, un rango de dosis adecuado para administracion intraperitoneal puede ser
obtenido utilizando dosis de aproximadamente 5 hasta aproximadamente 1000 mg, sin ajuste con
respecto al peso corporal o area superficial corporal del paciente. Las composiciones orales pueden
contener desde aproximadamente 10% hasta aproximadamente 95% en peso de uno o mas compuestos
de la férmula | solo o en combinacién con otro agente terapéutico. En algunas realizaciones de la
invencion, los rangos de dosis adecuada para administracion oral, intraperitoneal o intramuscular son
generalmente de aproximadamente 5 hasta aproximadamente 1000 mg, preferiblemente de
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 500 mg de compuesto por kilogramo de peso corporal o sus
dosis equivalentes expresadas por metros cuadrados de area superficial corporal. En algunas
realizaciones la dosis oral, intraperitoneal o intramuscular es aproximadamente 5 hasta aproximadamente
50 mg/kg, aproximadamente 50 hasta aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 80 hasta
aproximadamente 150 mg/kg, aproximadamente 150 hasta aproximadamente 250 mg/kg,
aproximadamente 250 hasta aproximadamente 350 mg/kg, aproximadamente 350 hasta
aproximadamente 450 mg/kg, aproximadamente 450 hasta aproximadamente 550 mg/kg,
aproximadamente 550 hasta aproximadamente 700 mg/kg, aproximadamente 700 hasta
aproximadamente 1000 mg/kg (o las dosis equivalentes expresadas por metro cuadrado de area
superficial corporal). En algunas realizaciones, un rango de dosis adecuado para administracién oral,
intraperitoneal o intramuscular va desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 2000 mg sin ajuste
con respecto al peso corporal o area superficial de un paciente. Otras dosis efectivas pueden ser
extrapoladas a partir de las curvas dosis-respuestas derivadas de sistemas de prueba modelo in vitro o
animales. Tales modelos y sistemas animales son bien conocidos en la técnica.

En ciertos aspectos, una “cantidad efectiva” de un compuesto en el contexto de una infeccion viral es una
cantidad suficiente para reducir una 0 mas de las siguientes etapas del ciclo de vida de un virus: la
instalacion de la particula de virus en una célula, la introduccion de la informacién genética viral en una
célula, la expresion de proteinas virales, la produccidon de nuevas particulas virales y la liberacion de
particulas virales desde una célula en al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, al menos 15%, al
menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%,
al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos
85%, al menos 90%, al menos 95%, o 100%. En algunas realizaciones, una cantidad efectiva de un
compuesto en el contexto de una infeccién viral reduce la replicacion, multiplicacion y esparcimiento de un
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virus en al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al
menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%,
al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos
95%, 0 100%. En algunas realizaciones, una cantidad efectiva de un compuesto en el contexto de una

5 infeccion viral incrementa la rata de supervivencia de sujetos infectados en al menos 5%, preferiblemente
al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos
40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al
menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o 100%.

Los experimentados en la técnica reconocerdn, o seran capaces de establecer utilizando solo
10 experimentaciéon de rutina muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descrita

aqui. Tales equivalentes estan previstos para caer dentro del alcance de la presente invencion.

La invencion es descrita adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de (2S,3S,4R,5R)-2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-5-(hidroximetil)
15 pirrolidina-3,4-diol [compuesto 1 (férmula I, donde A = NH» y B = H) como la sal de HCI].
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Etapa-1:

A una  solucién de 7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidin-2-il)-3H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin4(5H)-ona (1-1) [(preparada de acuerdo con el procedimiento reportado por Evans, Gary B.;
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Furneaux, Richard H.; Hutchison, Tracy L.; Kezar, Hollis S.; Morris, Philip E., Jr.; Schramm, Vern L.; Tyler,
Peter C in Journal of Organic Chemistry (2001), 66(17), 5723-5730 ) 115 g, 390 mmol] en agua y metanol
(1:1, 2.4 L) se agrego trietilamina (113 mL, 1.12 mol) a temperatura ambiente seguida por (Boc).0 (227 g,
1.04 mol). La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante la noche. El producto sélido
fue recolectado por filtracion, lavado con agua y secado al vacio para producir (2R,3R,4S,5S)-tert-butilo
3,4-dihidroxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-1-carboxilato (1-2)
(100%) en forma de un solido blanco. '"H NMR (300 MHz, DMSOQ) 6 7.85 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 4.73 - 4.53
(m, 1H), 4.29 (s, 1H), 4.03 (s, 1H), 3.97 (s, 1H), 3.70-3.53 (m, 2H), 1.36 and 1.04 (s, 3H, 6H para
rotdmeros).

Etapa-2:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-tert-butilo  3,4-dihidroxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-1-carboxilato (1-2) en piridina (184 mmol, 2.26 mol) se agreg6 DMAP
(0.79 g, 6.46 mmol) y anhidrido acético (107 mL, 1131 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion fue agitada a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién fue diluida con
cloroformo y lavada con agua, HCI acuoso, agua y bicarbonato de sodio acuoso saturado. La capa
organica fue secada, filtrada y concentrada al vacio, para obtener (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-
butoxicarbonil)-5-(4-ox0-4,5-dihidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-3) (150 g),
el cual fue lo suficientemente puro para ser utilizado como tal en la siguiente etapa. MS (ES") 493.1
(M+1), 515.1 (M+Na); (ES-) 491.4 (M-1).

Etapa-3:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-3) (150 g, 300 mmol) en acetonitrilo (660 mL) se
agreg6 cloruro de benciltrietilamonio (137 g, 600 mmol), dimetilanilina (57 mL, 450 mmol), seguido por
POCI; (164 mL, 1800 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue calentada a 80°C
durante 1 hora. La mezcla de reaccién fue enfriada hasta temperatura ambiente y concentrada hasta
sequedad bajo vacio. El residuo obtenido fue disuelto en cloroformo y lavado con bicarbonato de sodio
acuoso saturado, salmuera, secado, filtrado y concentrado hasta sequedad. El residuo de (2R,3R,4S,5S)-
2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4diillo  diacetato
(1-4) fue utilizado como tal en la siguiente etapa sin purificacion. 'H NMR (300 MHz, DMSO) 6 12.54 (s,
1H), 8.65 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 5.85 (M, 1H), 5.45 (m, 1H), 5.10 (m, 1H), 4.49 (m, 2H), 4.07 (m, 1H), 2.07 -
1.99 (m, 9H), 1.19 (2 bs, 9H, rotdmeros).

Etapa-4:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-4) (300 mmol) en DMF (540 mL) se agregd azida de sodio
(97.5 g, 1500 mmol) y se calent6 a 80°C durante la noche. La mezcla de reaccion fue concentrada al
vacio y el residuo obtenido fue disuelto en cloroformo. La capa de cloroformo fue lavada con agua,
secada, filtrada y concentrada al vacio. La purificacion por cristalizacion desde (acetona:hexano = 1:2)
generd (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)- 1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-5). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 13.56-13.00 (bs, 1H), 9.86
(s, 1H), 7.95 (s, 1H), 5.78 (m, 1H), 5.40 (m, 1H), 5.26 - 5.14 (m, 1H), 4.54 (m, 1H), 4.42 (m, 1H), 4.16 -
4.03 (m, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 6H), 1.14 (bs, 9H); MS (ES+) 540.0 (M+1); (ES-) 515.9 (M-1).

Etapa-5:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-5) (300 mmol) en metanol (1 L) se agregé Pd(OH). (30 g). La
mezcla de reaccion fue hidrogenada a (160 psi) durante la noche vy filtrada para remover el catalizador a
través de celite. El filtrado fue concentrado al vacio para generar (2R,3R,4S,58)-2-(acetoximetil)-5-g4-
amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diillo diacetato (1-6) (113 g). "H
NMR (300 MHz, DMSO) 6 12.47 - 11.92 (m, 1H), 8.84 - 8.03 (m, 3H), 7.90 - 7.68 (m, 1H), 5.70 - 5.51 (m,
1H), 5.38 (m, 1H), 5.12 (m, 1H), 4.42 (m, 2H), 4.17 - 4.00 (m, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.00 (s, 3H),
1.14 (s, 9H); MS (ES") 492.1 (M+1), (ES-) 490.0 (M-1).

Etapa-6:

A una soluciéon de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-6) (111 g, 226 mmol) en metanol (500 mL) se agregé NaOMe
(25% p/p en metanol, 4.88g, 22.6 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue agitada a
temperatura ambiente durante 3 horas y concentrada en vacio para dar (2S,3S,4R,5R)-tert-butilo 2-(4-
amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-3,4-dihidroxi5-(hidroximetil)pirrolidin-1-carboxilato (1-7). 'H NMR (300
MHz, DMSO) & 11.40 - 10.73 (bs, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.39 (2s, 1H), 6.90 (s, 2H), 4.83 (m, 2H), 4.45 (m, 2H),
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3.96 (s, 2H), 3.58 (m, 3H), 1.31 and 0.99(s, 3H, 6H, rotémeros); MS (ES") 366.0 (M+1), 388.0 (M+Na);
(ES-) 363.8 (M-1).

Etapa-7:

A una solucién de (2S,3S,4R,5R)-tert-butilo 2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)pirrolidin-1-carboxilato (1-7) se agité HCI acuoso (160 mL de HCI concentrado y 400 mL de
agua) a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se concentr6 al vacio hasta sequedad. El
residuo obtenido fue disuelto en agua, tratado con carb6n activado y sometido a reflujo durante 30
minutos. La solucion caliente fue filtrada a través de celite y concentrada al vacio para obtener un
producto semisélido, el cual fue recristalizado desde agua y etanol para generar (2S,3S,4R,5R)-2-
(4amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-5-(hidroximetil)pirrolidin-3,4-diol (1) (50 g, rendimiento total para las
7 etapas: 42.6%) en forma de un cristal blanco. '"H NMR (300 MHz, D20O) 6 8.41 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 4.99
(d, 3 = 9 Hz, 1H), 4.78 (m, 1H), 4.45 (dd, J = 3, 1.5 Hz, 1H), 3.97 (m, 2H), 3.90 (m, 1H); MS (ES") 266.2
(M+1), (ES") 264.0 (M-1); Analisis: Calculado para C11H1sNsO3 ¢ 2 HCI: C, 39.07; H, 5.07; N, 20.71; Cl,
20.97; Encontrado: C, 39.09; H, 5.10; N, 20.49; Cl, 20.84.

Ejemplo 2: Sintesis a gran escala de (2S,3S,4R,5R)-2-(4-Amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-5-
(hidroximetil) pirrolidin-3,4-diol [compuesto 1 (formula I, en donde A = NH, y B = H) en forma de la sal de
HCI].

Etapa-1:

A una suspension de 7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)pirrolidin-2-il)-3H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-4(5H)-ona (1-1) [(preparado de acuerdo con el procedimiento reportado por Evans, Gary B.;
Furneaux, Richard H.; Hutchison, Tracy L.; Kezar, Hollis S.; Morris, Philip E., Jr.; Schramm, Vern L.; Tyler,
Peter C in Journal of Organic Chemistry (2001), 66(17), 5723-5730), 500.0 g, 1.474 mol, 1 eq)] en una
mezcla agua:metanol (1:1, 10.4 L) se agreg¢ trietilamina (621 mL, 4.422 mol, 3.0 eq) a temperatura
ambiente seguida por (Boc).O (987 g, 4.53 mol, 3.1 eq). La mezcla de reaccién se convirti6 en una
solucién coloreada clara después de la adicion de (Boc).O con un ligero incremento de la temperatura
interna desde 28°C hasta 33°C. La soluciobn comenz6 a mostrar alguna turbidez después de 1 hora de
agitacion. La solucién fue agitada a temperatura ambiente durante la noche. El producto sélido fue
recolectado por filtracién y lavado con agua (5.0 L), secado a alto vacio a 50°C para generar
(2R,3R,4S,5S)-tert-butilo 3,4-dihidroxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-
7il)pirrolidin-1-carboxilato (1-2) (482 g, 89%).

H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.92 (s, 2H), 7.81 (s, 1H), 7.32 (d, J = 22.7 Hz, 1 H), 5.73 - 5.20 (m, 1H),
5.05-4.91 (m, 1H), 4.87 - 4.76 (m, 1H), 4.74 - 4.49 (m, 1H), 4.33 - 4.17 (m, 1H), 4.09 - 3.86 (m, 2H), 3.64
- 3.48 (m, 2H), 1.39 - 1.00 (m, 9H); MS (ES+) 755.1 (2M+Na), (ES-) 731.7 (2M-1) ; Analysis; Calculated for
Ci16H22N406: C, 52.45; H, 6.05; N, 15.29; Encontrado: C, 52.24; H, 6.02; N, 15.05.

Etapa-2:

A una suspension de (2R,3R,4S,5S)-tert-butilo 3,4-dihidroxi-2-(hidroximetil)-5-(4-oxo-4,5- dihidro-3H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-1-carboxilato (1-2) (482 g, 1.32 mole, 1.0 equiv.) en piridina (740 mL,
9.21 mole, 7 equiv.) se agregé DMAP (3.22 g, 26.32 mmol, 0.02 equiv.) y anhidrido acético (435 mL, 4.61
mmol, 3.5 eq) a temperatura ambiente. La temperatura interna comenz6 a elevarse con la adicién del
anhidrido acético por lo cual se llevo a cabo un enfriamiento con un bafio de hielo-agua. Tras la adicién
total del anhidrido la temperatura se elevé a 67°C y luego disminuy6 hasta temperatura ambiente. El bafio
de hielo agua fue retirado después de que la reaccion alcanzé 25°C. La suspension no dio una solucién
clara sino que se observé una suspension mas ligera. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura
ambiente durante 14 horas para producir una solucioén no clara. Una alicuota manipulada mostré que no
habia mas material de partida y dos manchas principales por TLC (9:1 cloroformo: metanol), MS muestra
dos picos principales a (493.0, M+1) para producto y producto tetraacetilado (M+1= 535). La mezcla de
reaccion fue diluida con 3.0 L de cloroformo, agitado durante 10 minutos y luego se agregaron 2.0 L de
agua desionizada. Se form6 un producto blanco ceroso en la interfase entre las fases acuosa y organica.
Este producto permanecié en la fase acuosa después de que se hizo la particién. La fase organica fue
separada y lavada de nuevo con 2.0 L de agua. Los lavados en agua combinados fueron retroextraidos
con 1.0 de cloroformo. Las fases organicas combinadas fueron lavadas con HCL 2.0 N acuoso (2 x 1.0 L),
agua (2 x 1.0 L), bicarbonato de sodio saturado (2 x 1.0 L) y salmuera (2 x 1.0 L). La capa organica fue
secada sobre MgSQ., filtrada y concentrada hasta sequedad bajo vacio y un bafio de agua a 50-55°C. el
vacio fue conmutado a una bomba de aceite de alto vacio hasta que no se observo mas destilado para
generar un producto en forma de jarabe denso. El producto fue dejado en la bomba de aceite a alto vacio
durante 14 horas para minimizar la piridina residual. Una combinacién de espuma sdlida que se convirtié
en un bonito soélido blanco y se obtuvo un residuo denso de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-
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butoxicarbonil)5-(4-0xo0-4,5-dihidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-dillo  diacetato (1-3) (715,
110 % de rendimiento). Este porcentaje refleja la cantidad de compuesto tetraacetilado. El producto fue lo
suficientemente puro como para ser utilizado como tal para la siguiente etapa. Se preparé una muestra
analitica por purificaciéon de la mezcla utilizando cromatografia de columna instantanea [silica gel
eluyendo con acetato de etilo/metanol 0-100% (9:1) en hexano] para generar (2R,3R,4S,5S)-2-
(acetoximetil)-1-(tertbutoxicarbonil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo
diacetato (1-3) en forma de un sélido blanco; '"HNMR (300 MHz, DMSO) & 12.13 (s, 1H, D20
Intercambiable), 11.98 (s, 1H, D20 Intercambiable), 7.82 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 5.76 (s, 1H), 5.37 (t, J = 4.5
Hz, 1H), 4.99 (s, 1H), 4.55 (dd, J = 11.3, 6.6 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.03 (g, J = 7.1 Hz, 1H),
2.01 (d, J = 12.6 Hz, 9H), 1.23 (dd, J = 39.9, 32.8 Hz, 9H); MS (ES+) 493.0 (M+1); (ES-) 526.7 (M+Cl);
Andlisis: Calculado para C,2H2sN4Og: C, 53.65; H, 5.73; N, 11.38; Encontrado: C, 53.18; H, 5.89; N, 11.10

Etapa-3:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-oxo-4,5-dihidro-3H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-3) (622 g, 1.26 mol, 1.0 eq) en acetonitrilo (2.75 L)
se agrego cloruro de benciltrietilamonio (575 g, 2.5 mol, 2.0 eq), dimetilanilina (240 mL, 1.9 mol, 1.5 eq),
seguidos por POCI; (706 mL, 7.58 mol, 6.0 eq) a temperatura ambiente. Se obtuvo una solucion clara
coloreada de amarillo palido. La mezcla de reaccion fue calentada lentamente hasta 80°C y mantenida a
esta temperatura durante 10 minutos. La TLC en cloroformo:metanol 9:1 muestra que la reaccion se
completé en >98%. La soluciéon negra homogénea fue enfriada hasta 50.0°C y concentrada bajo vacio
(bafio de agua a 70-73 °C) para remover el POCls. el residuo fue puesto bajo alto vacio en bomba de
aceite hasta que no se observd mas destilado. El residuo fue disuelto en 3.0 L de cloroformo y lavado
rapidamente de manera cuidadosa con bicarbonato de sodio acuoso saturado hasta que se obtuvo un pH
neutro. La capa organica fue separada y lavada con agua (2 L), salmuera (2 L), secada sobre MgSOQa,
filtrada y concentrada al vacio hasta sequedad (bafio de agua a 50-53°C). El producto negro de
(2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)pirrolidin-
3,4diilo diacetato (1-4) fue utilizado como tal en la siguiente etapa sin purificacion.

Etapa-4:

A una solucion de (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-1-(tert-butoxicarbonil)-5-(4-cloro-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-7-il)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-4) (622 g, 1.26 mol, 1 eq) en DMF (1.5 L) se agreg6 azida de
sodio (411 g, 6.32 mol, 5 equiv.) y se calent6 con agitacién a 60°C durante 10 horas tiempo en el cual la
reaccion termind (TLC en cloroformo metanol 9:1 y hexano:acetato de etilo 1:1). La reaccion fue enfriada
a 25°C, vertida en hielo (2 L) y extraida con cloroformo (2 x 1 L). Las capas de cloroformo fueron
combinadas lavadas con agua (2 x 2 L), salmuera (2 L), secadas, filtradas y concentradas al vacio (bafio
de agua a 70-80 °C) para producir una masa negra. La purificacion de la masa fue lograda por
cromatografia de columna (987 g de masa negra, columna de 8x30 pulgadas, silica gel completa %, perfil
de elusion hexano:acetato de etilo; 9:1 (40.0L); 7:3 (20.0L); 6:4 (20.0L); 1:1 (20L); 4:6 (20.0L) y 2:8
(20.0L); las fracciones apropiadas fueron reunidas y concentradas al vacio (bafio de agua a 50.0 °C) para
generar (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2d]pirimidin-7-il)-1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-5) (407.05 g, 62.3 % de rendimiento para dos etapas) como
un producto similar a la miel de color rojizo denso. Una muestra analitica fue preparada por purificacion de
la mezcla por cromatografia de columna instantanea [0-100% de acetato de etilo en hexano] para generar
(2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5Hpirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-
diilo diacetato (1-5) en forma de un sélido naranja. "HNMR (300 MHz, DMSO) & 13.08 (d, J = 155.6 Hz,
1H, D;0O Intercambiable), 9.86 (s, 1H), 7.61 (d, J = 76.8 Hz, 1H), 5.78 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 541 (t, J = 4.3
Hz, 1 H), 5.21 (s, 1H), 4.55 (dd, J = 11.4, 6.4 Hz, 1H), 4.41 (dd, J = 11.4, 3.9 Hz, 1H), 4.07 (d, J = 16.5 Hz,
1H), 2.06 (s, 3H), 2.01 (d, J = 9.9 Hz, 6H), 1.23 (dd, J = 39.8, 32.7 Hz, 9H); MS (ES+) 518.0 (M+1), 540
(M+23); (ES-) 516.4 (M-1); Andlisis: Calculado para CxH27N;Os: C, 51.06; H, 5.26; N, 18.95 Encontrado:
C, 50.97; H, 5.30; N, 18.62.

Etapa-5:

El (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-azido-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-
3,4-diilo diacetato (1-5) fue reducido en tres lotes diferentes como sigue

Lote 1: A un hidrogenador Parr de 2.0 L, con inserto de teflon se agrego (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-
(4-azido-5Hpirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-5) (108.01g, 300
mmol en metanol, 800 mL), Pd(OH), (21.6 g, 20% p/p).

Lote 2: A un hidrogenador Parr de 2.0 L, con inserto de teflén se agregé (1-5) (140.70 g, 271.9 mmol en
metanol, 1.0 L), Pd(OH); (28.14 g, 20% p/p).

Lote 3: A un hidrogenador Parr de 2.0 L, con inserto de teflén se agregé (1-5) (140.7 g, 271.9 mmol en
metanol, 1.0 L), Pd(OH); (28.14 g, 20% p/p).
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Las mezclas de reaccion fueron hidrogenadas a 150 psi durante 15-18 horas. La mezcla de reaccién fue
filtrada para remover el catalizador a través de celite. El filtrado fue concentrado al vacio (bafio de agua a
60-70°C) hasta peso constante para generar un producto coloreado oscuro (2R, 3R, 4S, 5S)-2-
(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo  [3, 2-d] pirimidin-7-il) 1-(tert-butoxicarbonil) pirrolidin-3, 4-diilo
diacetato (1-6) (328.8 g, 89%). El producto fue lo suficientemente puro como para ser utilizado como tal en
la siguiente etapa. Se prepar6é una muestra analitica por purificacion de la mezcla utilizando cromatografia
de columna instantanea (0-10% de metanol en cloroformo). 'H NMR (300 MHz, DMSOQO) & 11.06 (s, 1H),
8.12 (s, 1H), 7.49 (s, 1H), 6.94 (s, 2H), 5.86 (s, 1H), 5.44 (t, J = 4.2 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.56 (dd, J =
11.3, 6.9 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 11.3, 4.2 Hz, 1H), 4.16 - 3.98 (m, 1H), 2.09 - 1.94 (m, 9H), 1.48 - 1.14 (m,
9H); MS (ES+) 492.1 (M+1); (ES-) 526.4 (M+Cl); Andlisis: Calculado para CyH29NsOg - 1.25 H,0: C,
51.41; H, 6.18; N, 13.62; Encontrado: C, 51.24; H, 5.92; N, 13.33.

Etapa-6:

Lote 1. A (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-6) (81.5 g, 165.8 mmol), se agregé metanol anhidro (370 mL)
seguido por la adicion de NaOMe (metoxido de sodio, solucion al 25% en peso en metanol, 4.49 g, 20.76
mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente hasta que la
TLC (clorofomo:metanol 9:1) muestra que todo el material de partida ha reaccionado.

Lote 2. A (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)- 1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-6) (117.8 g, 239.6 mmol), se agregé metanol anhidro (530
mL) seguido por la adicion de NaOMe (metéxido de sodio, solucién al 25% en peso en metanol, 6.58g,
30.45 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente hasta
que la TLC (cloroformo:metanol 9:1) muestra que todo el material de partida ha reaccionado;

Lote 3. A (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoximetil)-5-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-1-(tert-
butoxicarbonil)pirrolidin-3,4-diilo diacetato (1-6) (129.5 g, 263.5 mmol) se agregé metanol anhidro (584
mL) seguido por la adicion de NaOMe (metoxido de sodio, solucion al 25% en peso en metanol, 6.999 ,
32.35 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente hasta
que la TLC (cloroformo:metanol 9:1) muestra que todo el material de partida ha reaccionado (7-8 horas).

Las soluciones anteriores fueron concentradas (bafio de agua a 65-75 °C) para generar (2S,3S,4R,5R)-
tert-butilo 2-(4-amino5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil) pirrolidin -1-carboxilato (1-
7) el cual fue lo suficientemente puro para ser utilizado como tal en la etapa siguiente. Se prepar6 una
muestra analitica por purificacion de la mezcla utilizando cromatografia en columna instantanea (0-10%
de metanol en cloroformo). *H NMR (300 MHz, DMS0) & 10.77 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 6.82 (s,
3H), 5.04 - 4.91 (m, 1H), 4.87 - 4.74 (m, 1H), 4.56 - 4.35 (m, 2H), 4.04 - 3.90 (m, 2H), 3.72 - 3.63 (m, 1H),
3.59 - 3.41 (m, 1H), 1.15 (2s, 9H); MS (ES+) 366.1 (M+1); (ES-) 400.3 (M+Cl); Analisis: Calculado para
C16H23Ns05 0.25H,0: C, 51.33; H, 6.46; N, 18.71; Encontrado: C, 51.04; H, 6.43; N, 18.48.

Etapa-7:

El (2S,3S,4R,5R)-tert-butilo 2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)
pirrolidin-1-carboxilato (1-7) fue tratado como sigue en tres lotes.

Lote 1. (1-7) fue disuelto en HCl acuoso (118 mL de HCI concentrado y 293 mL de agua);
Lote 2. (1-7) fue disuelto en HCI acuoso (169 mL de HCI concentrado y 421 mL de agua).
Lote 3. (1-7) fue disuelto en HCI acuoso (186 mL de HCI concentrado y 468 mL de agua).

Las mezclas de reaccion fueron agitadas a temperatura ambiente durante 30 minutos (fuerte liberacion de
CO, gaseoso) y luego cada lote fue concentrado al vacio hasta sequedad (80-90°C). Los lotes 2 y 3
fueron reunidos para dar 226 g de un producto amarillo claro hiumedo. El lote 1 dio 91.4 de un producto
grisoso oscuro. La cristalizacion fue hecha como sigue: Para el producto humedo de los lotes 2 y 3: se
agregaron 226 mL de agua al producto y luego se calenté a 50°C punto en el cual se agregd lentamente
etanol caliente hasta que se inici6 la cristalizacion. La mezcla fue mantenida a 50°C durante 10 minutos y
luego se dejo alcanzar los 25°C con agitacion fuerte antes de la filtracion para dar un polvo coloreado
amarillo claro de (2S,3S,4R,5R)-2-(4-amino-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7il)-5-(hidroximetil)pirrolidin-3,4-diol
(1) (88 g). El lote uno fue purificado de la misma manera para dar 33.0 g de producto coloreado grisoso
claro. El rendimiento total es 121.0 g después de secar a 55°C a alto vacio. El liquido madre de la
recristalizacion de los lotes 1 y 2 fue reprocesado para dar 15.0 g del producto en polvo amarillo claro (1).
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 14.60 (s, 1H), 13.25 (s, 1H), 10.23 (s, 1H), 9.13 (s, 2H), 8.84 (s, 1H), 8.63 (s,
1H), 8.11 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.78 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.44 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz, 1H), 4.14 -
4.02 (m, 1H), 3.73 (d, J = 5.1 Hz, 2H), 3.52 (s, 1H); "H NMR (300 MHz, D20) 5 8.33 (s, 1H), 7.94 (s, 1H),
4.90 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.37 (dd, J = 4.8, 3.4 Hz, 1H), 3.89 (s, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.81 (dd, J
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= 8.1, 4.5 Hz, 1H); MS (ES+) 266.3 (M+1); Rotacion 6ptica -52.69; (H20,C=1.15); MP: 238 °C; Analisis:
Calculado para C11H15NsO3+2HCI*0.25H,0: C, 38.55; H, 5.15; Cl, 20.44; N, 20.69; Encontrado: C, 38.67;
H, 5.05; Cl, 20.45; N, 20.42.

Ejemplo 3: Fosforilacion del compuesto 1 (formula I, en donde A = NH; y B = H) y Estudios de
Incorporacién de ADN/ARN

Células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7) fueron incubadas con 3H-compuesto 1 durante 24
horas, seguido por extraccion con metanol y analisis por HPLC utilizando columna SAX y un detector
radioactivo. La figura 1 muestra la fosforilacion del compuesto 1 en células Huh-7, indicando una eficiente
fosforilacion en células.

Las figuras 2-4 muestran que el compuesto 1 es fosforilado pero no incorporado en el ARN o ADN de
mamiferos (DP designa difosfato y TP designa trifosfato). La figura 2 muestra fosforilacion de adenosina
en células Huh-7. La figura 3 muestra fosforilacién del compuesto 1 en células Huh-7. La figura 4 muestra
la incorporacion de ARN total y ADN gendmico del compuesto 1 y adenosina en células Huh-7.

Ejemplo 4: Efecto del inhibidor de ARN polimerasa viral (formula I, en donde A = NH, y B = H: compuesto
1) por replicacion del virus de sarampién en células de rifion de mono verde africano.

Materiales y métodos: Las células Vero 76 (células de rifion de mono verde Africano) fueron obtenidas
del American Type culture collection (ATCC, Manassas, VA). Las células fueron pasada de rutina a medio
esencial minimo (MEM con NaHCOs3; al 0.15%; Hyclone Laboratories, Logan, UT, EEUU) suplementado
con suero bovino fetal al 5% (FBS, Hyclone). Al evaluar los compuestos, el suero fue reducido hasta una
concentracion final de 2.5% y se agregé gentamicina al medio de prueba hasta una concentracién final de
50 pg/mL. El virus de sarampion (MV), cepa Chicago, fue obtenido del Centers for Disease Control
(Atlanta, GA).

Procedimientos de pruebas antivirales:
Ensayo de inhibicion del efecto citopético (ensayo visual)

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pozos (Corning Glass
Works, Corning, NY), 0.2 mL/pozo, a una concentracion apropiada, y se incubaron durante la noche a
37°C con el fin de establecer una monocapa de células. Cuando la monocapa estuvo establecida, se
decant6 el medio de cultivo y las diversas diluciones del compuesto de prueba fueron agregadas a cada
pozo (3 pozos/dilucién, 0.1 mL/pozo). Se agregd medio diluyente del compuesto a las células y los pozos
de control de virus (0.1 mL/pozo). El virus, diluido en medio de prueba, fue agregado a los pozos de
prueba del compuesto (3 pozos/dilucion del compuesto) y a pozos de control del virus (6 pozos) a 0.1
mL/pozo. Se agreg6 el virus (MOI viral = 0.001) aproximadamente 5 minutos después del compuesto. El
medio de prueba sin virus fue agregado a todos los pozos de control de toxicidad (2 pozos/dilucion de
cada compuesto de prueba) y a los pozos de control de células (6 pozos) a 0.1 mL/pozo. Las placas
fueron incubadas a 37°C a un incubador con atmésfera de CO; al 5%, aire al 95% hasta que los pozos de
control de virus tuvieron lecturas efecto citopatico (CPE) adecuadas (80-100% de destruccién celular).
Esto se logré a los 4-11 dias después de la exposicion a las células, dependiendo del virus. Las células
fueron examinadas entonces microscopicamente para CPE, siendo este calificado desde 0 (células
normales) a 4 (CPE del 100%, maximo). Las células en los pozos de control de toxicidad fueron
observadas microscopicamente en cuanto a cambios morfolégicos atribuidos a la citotoxicidad. Esta
citotoxicidad (destruccién de células y/o cambio en la morfologia) también fue clasificada en 100% de
toxicidad, 80% de citotoxicidad), 60% citotoxicidad, 40% citotoxicidad, 20% citotoxicidad, y O (células
normales). La dosis efectiva al 50% (EC50) y la dosis citotoxica al 50% (IC50) fueron calculados por
andlisis por regresion de los datos del CPE del virus y los datos de control de toxicidad, respectivamente.
El indice selectivo (Sl) para cada compuesto probado fue calculado usando la formula: SI = CC50 + EC50.

Ensayo de consumo de rojo neutro (NR) de inhibicién de CPE

El rojo NR fue escogido como el método de cuantificacién por coloraciéon para evaluar los farmacos
antivirales con base en los hallazgos de Smee et al (J. Virol. Methods 2002, 106: 71-79). Este ensayo se
hizo sobre las mismas placas de prueba de inhibicion de CPE descritas mas arriba para verificar la
actividad inhibidora y la citotoxicidad observada por observacion visual. El ensayo de NR fue llevado a
cabo utilizando un método modificado de Cavenaugh et al. (Invest. New Drugs 1990, 8:347-354) tal como
lo describe Barnard et al. (Antiviral Chem. Chemother. 2001, 12:220-231). En resumen, se retiré el medio
de cada pozo de una placa clasificada en cuanto a CPE a partir de un ensayo de inhibicion de CPE, se
agreg6 0.034% de NR a cada pozo de la placa y la placa se incub6 durante 2 horas a 37°C en la
oscuridad. La solucion de NR fue removida entonces a partir de los pozos. Después del enjuague
(algunas veces las células se desplazaron de la placa produciendo un descenso erréneo del rojo neutro) y
de aspirar hasta sequedad, el colorante remanente fue extraido durante 30 minutos a temperatura
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ambiente en la oscuridad a partir de las células utilizando etanol absoluto regulado con regulador de
citrato de Sorenson. Las absorbancias a 540 nm/405 nm son leidas en un lector de microplacas (Opsys
MR™, Dynex Technologies, Chantilly, VA, EEUU). Los valores de absorbancia fueron expresados como
porcentaje de controles no tratados y se calcularon los valores de EC50, CC50 y Sl como se describio
mas arriba.

Ensayo reduccién de rendimiento de virus

Los ensayos de reduccion de rendimiento de virus fueron ejecutados utilizando el ensayo de dosis
infecciosa al 50% de cultivo celular (CCID50) esencialmente tal como se describié previamente
(Antimicrob. Agents Chemother. 1992, 3:1837-1842). En resumen, los sobrenadantes de cada pozo
fueron diluidos en serie en pozos en triplicado de placas de 96 pozos que contenian células Vero-76. Las
placas fueron incubadas durante 6 dias y luego verificadas en cuanto a CPE inducido por el virus. La
cuantificacion de los titulos de rendimiento del virus fue por el método del punto final de Reed y Muench
(Am. J. Hyg. 1938, 27:493-498). El valor de EC90 fue calculado utilizando regresion lineal para estimar la
concentracion necesaria para inhibir el rendimiento de virus en un descenso del 90% o de log10 en el
titulo del virus.

Resultados y discusion

El virus de sarampién fue inhibido potentemente por el compuesto 1 (Tabla 1). Los valores de EC50
contra el virus de sarampion fueron 0.6 y 1.4 pg/mL mediante el ensayo virtual y el ensayo de NR,
respectivamente. El compuesto no tuvo ninguna citotoxicidad ni en los ensayos visuales o de NR (IC50
>100). Por lo tanto, los indices selectivos en ambos ensayos sugieren que el compuesto 1 fue altamente
activo contra el virus de sarampion (MV). La potente actividad inhibidora contra MV fue confirmada
mediante un ensayo de reduccion en el rendimiento del virus con un EC90=0.36 pg/mL, que representa
una caida de log10 en el virus producido en células infectadas.

Conclusiones

El compuesto 1 demostrd una actividad inhibidora potente y selectiva. Mediante el ensayo de reduccion
de rendimiento de virus, el compuesto 1 también fue un potente inhibidor de MV (EC90 = 0.37 pg/mL).
Asi, el compuesto 1 se encontr6 como un potente inhibidor de muchos virus ARN y sugiere que el
compuesto 1 garantiza evaluacion adicional in vitro e in vivo como un inhibidor de amplio espectro de virus
ARN seleccionados.

Ejemplo 5: Efecto del inhibidor de ARN polimerasa viral (férmula I, en donde A = NH, y B = H: compuesto
1) sobre la replicacion de diversos virus ARN.

Materiales y métodos
Células y virus

Se obtuvieron células de rifién de mono verde Africano (MA-104) a partir de Whitaker MA Bioproducts,
Walkersville, MD, EEUU). Todas las células Vero (células de rifion de mono verde africano, carcinoma
humano de células de laringe (A-549) y células de rifion canino Madin-Darby fueron todos obtenidos a
partir del American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Las células A-549 fueron cultivadas
en medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) complementado con NaHCOs; al 0.15% (Hyclone
Laboratories, Logan, UT, EEUU) y con suero bovino fetal al 10% (FBS, Hyclone). Las células remanentes
fueron pasadas de rutina a medio esencial minimo (MEM con NaHCO3; al 0.15%; Hyclone Laboratories,
Logan, UT, EEUU) suplementado con suero bovino fetal al 5% (FBS, Hyclone).

Al evaluar los compuestos, el suero fue reducido hasta una concentracion final de 2.5%, y se agrego
gentamicina al medio de prueba hasta una concentracion final de 50 pg/mL. El medio de prueba para
ensayos de influenza consisti6 de MEM sin suero, NaHCO3; al 0.18%, 20 ug de tripsina/mL, 2.0 ug de
EDTA/mL, y 50 ug de gentamicina/mL.

Para la evaluacién de toxicidad en células activamente crecientes, se evalug la citotoxicidad de determinar
el nimero total de células segun se refleja mediante un ensayo de consumo de NR después de una
exposicion de 3 dias a varias concentraciones de compuesto. Para cuantificar el crecimiento celular a 72
horas en la presencia o esencia de farmaco, las placas fueron sembradas con 1 X 10° células MDCK, y
después de 4 horas (se permitié que todas las células se unieran a los pozos de la placa) se expusieron a
concentraciones seleccionadas de farmaco en MEM o MEM. Después de 72 horas las placas fueron
tratadas como se describié mas arriba para el ensayo NR. Los valores de absorbancia fueron expresados
como porcentaje de controles no tratados y los valores de CC50 fueron calculados por analisis por
regresion.
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El virus del dengue 2 (DV-2), cepa Nueva Guinea C, virus respiratorio sincicial (RSV) A2, rinovirus 2 (RV-
2), cepa HGP, Tacaribe (TCV), cepa TRVL 11573, virus de encefalitis equina venezolana (VEE), y virus
de fiebre amarilla (YFV), cepa 17D comprados todos de American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA). Todos los virus de influenza, virus de sarampion (MV), cepa Chicago, virus SARS corona
(SARS-CoV), cepa Urbani, y virus de Nilo Occidental (WNV), prototipico New York 1999 aislado
designado como cepa 996625, fueron obtenidos del Centers for Disease Control (Atlanta, GA). El virus
Punta Toro (PTV), cepa Adames, fue obtenido del Dr. Dominique Pifat de la U. S. Army Medical Research
Institute for Infectious Diseases, Ft. Detrick (Frederick, MD). El virus de la fiebre del valle del Rift (RVFV)
cepa de vacuna, MP- 12, y el virus Junin (JUNV) cepa de vacuna, Candid 1, fueron provistos
amablemente por el Dr. Robert Tesh (World Reference Center for Emerging and Viruses and Arboviruses,
University of Texas Medical Branch, Galveston, TX). El virus Pichinde (PICV), cepa An 4763, fue provisto
por el Dr. David Gangemi (Clemson University, Clemson, South Carolina). El virus de Parainfluenza tipo 3
(PIV-3), cepa 14702/5/95, fue obtenido de Jacquelin Boivin (Hospitale St. Justin, Montreal, Canadd). El
Adenovirus (AV-1) tipo 1, cepa Chicago/95, fue aislado de los lavados tragueales de un paciente
pediatrico y fue provisto por M.F. Smaron (Department of Medicine, University of Chicago, Chicago IL).

Procedimiento de pruebas antivirales
Ensayo de inhibicion del efecto citopatico (ensayo visual)

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pozos (Corning Glass
Works, Corning, NY), a 0.2 mL/pozo, a la concentracién celular apropiada, e incubadas durante la noche a
37°C con el fin de establecer una monocapa celular. Cuando se establecio la monocapa celular, el medio
de cultivo fue decantado y las diversas diluciones del compuesto de prueba fueron agregadas a cada
pozo (3 pozos/dilucién, 0.1 mL/pozo). Se agreg6é medio diluyente del compuesto a los pozos de células y
control de virus (0.1 mL/pozo). El virus, diluido en medio de prueba, fue agregado a los pozos de prueba
del compuesto (3 pozos/dilucion del compuesto) y a los pozos de control de virus (6 pozos) a 0.1
mL/pozo. El virus (MOI viral = 0.001) fue agregado aproximadamente 5 minutos después del compuesto.
El medio de prueba sin virus fue agregado a todos los pozos de control de toxicidad (2 pozos/dilucién de
cada compuesto de prueba) y a pozos de control celular (6 pozos) a 0.1 mL/pozo. Las placas fueron
incubadas a 37°C en una incubadora humidificada con atmosfera a 5% de CO», 95% de aire hasta que los
pozos de control de virus tuvieron lecturas de efecto citopatico adecuado (CPE) (80-100% de destruccion
celular). Esto fue logrado de 4 a 11 dias después de la exposicidn del virus a las células, dependiendo del
virus. Las células fueron examinadas entonces microscOpicamente en cuanto a CPE, siendo este
calificado de 0 (células normales) a 4 (CPE de 100%, maximo). Las células en los pozos de control de
toxicidad fueron observadas microscOpicamente en cuanto a cambios morfolégicos atribuidos a la
citotoxicidad. Esta citotoxicidad (destruccion celular y/o cambio en morfologia) también fue clasificada a
100% de toxicidad, 80% de citotoxicidad, 60% de citotoxicidad, 40% de citotoxicidad, 20% de
citotoxicidad, y O (células normales). La dosis efectiva al 50% (EC50) y la dosis citotoxica al 50% (IC50)
fueron calculadas mediante andlisis por regresién de los datos CPE del virus y los datos de control de
toxicidad, respectivamente. El indice selectivo (Sl) para cada compuesto probado fue calculado utilizando
la férmula: SI = CC50 + EC50.

Ensayo de consumo de rojo neutro (NR) de inhibicidon de CPE y citotoxicidad del compuesto

El rojo NR fue escogido como el método de cuantificacion por coloracion para evaluar los farmacos
antivirales con base en los hallazgos de Smee et al (supra). Este ensayo fue hecho sobre las mismas
placas de prueba de inhibicion de CPE descritas anteriormente para verificar la actividad inhibidora y la
citotoxicidad observadas por observacion visual. El ensayo de NR fue llevado a cabo utilizando un método
modificado de Cavenaugh et al. (supra) tal como lo describe Barnard et al. (supra). En resumen, el medio
fue retirado de cada pozo de una placa clasificada para CPE a partir de un ensayo de inhibicion de CPE,
se agregd NR al 0.034% a cada pozo de la placa y la placa fue incubada durante 2 horas a 37°C en la
oscuridad. La solucién de NR fue retirada entonces de los pozos. Después de enjuagar (algunas veces
las células se retiraron de la placa produciendo disminuciones erréneas de rojo neutro) y de aspirar hasta
sequedad, el colorante restante fue extraido durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad
desde las células utilizando etanol absoluto regulado con regulador de citrato de Sérenson. Las
absorbancias a 540 nm/405 nm fueron leidas con un lector de microplacas (Opsys MR™, Dynex
Technologies, Chantilly, VA, EEUU). Los valores de absorbancia fueron expresados como porcentaje de
controles no tratados y los valores de EC50, CC50 y Sl fueron calculados como se describié mas arriba.
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Tabla 1. Efectos de un inhibidor de polimerasa (compuesto 1) sobre la replicacién de diversos virus

Ensayo CPE visual

Ensayo de consumo de rojo

neutro (ug/mL)

Virus (ng/mL)
EC50 IC50 SI

EC50 IC50 SI
,SAgge)nOV|rus tipo 165089/Chicago (células A- 39 >100 >2 6 43 >100 >23
Dengue 2 Nueva Guinea C (células Vero) 15 360 25 13 340 26
Influenza A HIN1 CA/04/2009

1.8 210 120 18 210 120

(H1N1 pandémico)
Influenza A H3N2 Brisbane/10/2007 1.8 260 140 5.6 440 79
Influenza A H5N1 VN/1203/2004

0.63 >1000 >1600 0.99 130 130
Hibrido (sobreesqueleto H1IN1)
Influenza B Florida 1.8 530 290 1.8 50 38
Junin Candid 1 (células Vero) 29 >520 >17 16 240 14
Sarampion 0.6 >100 >180 1.4 >100 >71
Parainfluenza 3 14702 (células MA-104) 14 100 7.1 10 52 52
Pichinde (células Vero) 61 >500 >8.2 28 190 6.7
Punta Toro A2 (células Vero 76) 310 >500 >1.6 >250 250 0
A2 respiratorio sincicial (células MA-104) >100 >100 0 >100 >100 0
Rinovirus 2 HGP (células HelLa Ohio-1) 57 >100 >1.8 56 >100 >1.8
Fiebre del Valle de Rift MP-12

75 680 9.1 64 420 6.6

(células Vero 76)
SARS-CoV Urbani (células Vero 76) 14 >100 >7.1 16 >100 >6.3
Tacaribe TRVL 11573 (células Vero) 29 320 4.2 2 200 2
Encefalitis equina venezolana TC83

280 610 2.2 170 230 1.2
(células Vero 76)
Nilo Occidental (células Vero) >100 >100 0 36 >100 2.8
Fiebre amarilla 17D (células Vero 76) 8.3 360 43 8.3 320 38
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Otros virus que fueron considerados como inhibidos significativamente por el compuesto 1 (Sl >10) fueron
DV-2 (EC50 = 15, 13 pg/mL), JUNV (EC50 = 29, 16 ug/mL), YFV (EC50 = 8.3, 8.3 ug/mL) (Tabla 1). Los
siguientes virus fueron inhibidos ligeramente por el compuesto 1 (10<SI>3): PIV-3 (EC50 = 7.1, 10
pg/mL), SARS-CoV (EC50 = 14, 16 ug/mL), PICV (EC50 = 61, 28 pg/mL), y RVFV (EC50 = 75, 64 ug/mL).
El compuesto 1 fue probado contra un subconjunto de cepas virales de influenza (Tabla 2), y exhibié un
amplio espectro de actividad antiinfluenza contra multiples cepas.

Tabla 2. Espectro amplio de actividad antiinfluenza del compuesto 1

Virus EC50 (ug/mL)
A/CA/04/2009 (H1IN1 Pandémico) 1.8
A/Brisbane/10/2007 (H3N2) 5.6
AIVN/1203/2004 (H5N1) 0.99
B/Florida 1.8
AICA/27/2007 (H1N1) 0.66
A/NJ/15/2007 (HIN1 — H274Y) 1.39
ANVic/3/75 (H3N2) 4.0

Conclusiones

El compuesto 1 demostré una potente actividad contra todos los virus de influenza probados. El
compuesto 1 se encontr6 como un potente inhibidor de la replicacion del virus de la influenza y sugiere
que el compuesto 1 es efectivo como un inhibidor de amplio espectro de virus ARN seleccionados,
incluyendo todos los virus de la influenza.

Ejemplo 6: Actividad antiviral in vitro del compuesto 1

La actividad antiviral del compuesto 1 fue establecida in vitro en varios virus en cuanto a su actividad
antiviral. Los valores de EC50 variaron desde aproximadamente 10 pg/mL hasta aproximadamente >300
pg/mL contra Marburg (filoviridae), Junin Candid 1 (arenaviridae), Pichinde (arenaviridae), Chikungunya
181/25 (togaviridae) y Vaccinia NYCBH (poxviridae).

Ejemplo 7: Actividad antiviral sinérgica del compuesto 1 e inhibidor de neuraminidasa en células MDCK
Células de rifién canino de Madin Darby (MDCK) fueron infectadas con virus de influenza H3N2
(A/Victoria/3/75) y tratadas con diversas combinaciones de compuesto 1 y peramivir durante 72 horas. El

efecto citopatico fue determinado utilizando el ensayo de consumo de colorante rojo neutro. Los datos se
muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Porcentaje de inhibicion del efecto citopatico en células infectadas con influenza

Peramivir
Compuesto 1
0.0 uM 0.0 uM 0.0 uM
0.0 uM 0 36=%9 10.8+11
1.8 uM 16+6.1 22.7+6.1 215+46
7.8 uM 25.8+438 50.4+£79 70.3+x4.9

Los datos experimentales fueron evaluados por analisis tridimensional utilizando el programa de software
Mac Synergy II™ (Prichard and Shipman, 1990). El software calcula las interacciones aditivas teéricas a
partir de las curvas dosis-respuesta de los farmacos individuales. La superficie aditiva calculada, la cual
representa las interacciones aditivas predichas, es sustraida entonces de la superficie experimental para
revelar regiones de interacciones mayores (sinergia) o menores (antagonismo) que las esperadas. La
combinacién de peramivir y el compuesto 1 en estudios de cultivos celulares demostré un efecto antiviral
sinérgico con un volumen de sinergia igual a 92 unidades uM?® % (figura 5).

Ejemplo 8: Eficacia de la inyeccion intramuscular de compuesto 1 (IM) en un modelo de influenza
murinica.

Ratones Balb/C entre 6-8 semanas fueron adaptados al virus H3N2 (A/Victoria/3/75). Se suministraron
dosis de 0, 30, 100 y 300 mg/kg/d gd por inyeccion intramuscular (IM) durante 5 dias empezando 1 hora
antes de la inyeccion. N = 50 animales. Todos los animales fueron seguidos durante 16 dias. Los puntos
finales incluyeron letalidad, nUmero de dias promedio hasta la muerte y pérdida de peso. Los efectos son
mostrados en la figura 6.

Los resultados del compuesto 1 (IM) sobre el virus del modelo de influenza en ratén se muestran también
en la Tabla 4. El compuesto 1 administrado por via IM mejora la supervivencia y pérdida de peso en
ratones infectados con el virus de la influenza.

Tabla 4: Compuesto 1 (IM) en virus de modelo de influenza en ratén — H3N2 A/Vic/3/75

Dias promedio Cambio de peso
. . hasta muerte promedio
Tratamiento v dedose er:wrﬂgtoege (Promedio + SEM) (gramos + SEM)
(mglkg/d) = 9 =
Dia 8
Vehiculo, no infectado 0 0 >16 0.58 £0.23
Vehiculo, infectado 0 7/15 10.3+0.3 -4.98 £ 0.14
Compuesto 1 30 10/10* >16 -3.27 £ 0.37*
Compuesto 1 100 10/10* >16 0.78 £ 0.17*
Compuesto 1 300 10/10* >16 0.60 + 0.17**

*P<0.001 en comparacion con el grupo infectado con vehiculo (prueba de rango logaritmico)

**P<(0.001 en comparacioén con grupo infectado con vehiculo (prueba t)
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Ejemplo 9: Eficacia de la administracion oral del compuesto 1 en modelo de influenza murinico.

Ratones Balb/C entre 6-8 semanas de edad fueron adaptados al virus H3N2 (A/Victoria/3/75). Se
suministraron oralmente dosis de 0, 30, 100 y 300 mg/kg/d qd y 100 mg/kg/d oralmente. N = 60 animales.
Todos los animales fueron seguidos durante 16 dias. Los puntos finales incluyeron letalidad, dias
promedio hasta la muerte y pérdida de peso. Los efectos del compuesto 1 administrado oralmente sobre
la pérdida de peso en ratones infectados con el virus de influenza H3N2 A/Vic/3/75 se muestran en la
figura 7.

Los resultados de la administracion oral del compuesto 1 en el virus de modelo de influenza de ratén se
muestran también en la Tabla 5. El compuesto 1 suministrado por via oral mejora la supervivencia y la
pérdida de peso en ratones infectados con el virus de la influenza.

Tabla 5: Compuesto 1 (oral) en virus de modelo de influenza de raton — H3N2 A/Vic/3/75

Nivel de Superviviencia/total Dias promedio Cambio de peso promedio
dosis hasta muerte

Tratamiento (gramos + SEM)

(mg/kg/d) (Promedio + SEM)

Dia 9
Vehiculo, no 0 0 >16 1.36 +0.96
infectado
Vehiculo, infectado 0 7115 10.5+0.3 -3.74£0.23

Compuesto 1 30 10/10* >16 -1.58 + 0.32*
Compuesto 1 100 10/10* >16 1.03 £ 0.22**
Compuesto 1 100 (bid) 10/10* >16 0.01 + 0.27**
Compuesto 1 300 10/10* >16 0.66 + 0.23**

*P<0.001 en comparacion con el grupo infectado con vehiculo (prueba de rango logaritmico)

**P<0.001 en comparacién con grupo infectado con vehiculo (prueba t)

Ejemplo 10: Estudios farmacocinéticos en ratones

Ratones hembra Balb/C (N = 30) fueron dosificados oralmente con el compuesto 1 a 100 mg/kg. Los
ratones fueron sangrados a través del seno retroorbital a t = 0.17, 0.5, 1.0, 3, 6 y 24 (5 ratones en cada
punto del tiempo), la sangre se centrifugé y el plasma fue almacenado a -80°C. Los niveles de farmaco en
plasma fueron medidos a través de andlisis por LC/MS/MS.

Los niveles en plasma del ratén para el compuesto 1 después de la administracién oral se muestran en la
Tabla 6.
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Tabla 6: Niveles en plasma de compuesto 1 en ratones después de la administracion oral

Punto en el tiempo (hr) Niveles de farmaco en plasma (ng/mL) (promedio + SEM
0.17 607.1 £61.0
0.5 910.0 £121.9
1 341.6 £121.9
3 89.7+8.5
5 94.2+6.4
24 50.5+8.9

Ejemplo 11: Estudio de profilaxis en raton de virus de Ebola.

El compuesto 1 fue administrado por via i.p., i.m., y oralmente (300 mg/kg/dia, BID) a ratones C57BI/6 de
8-12 semanas de edad (N = 10 por grupo, 4 grupos — un grupo tratado con solucién salina y 3 tratados
con el farmaco). Ocho dias de tratamiento comenzando 4 horas antes de la infeccidn. La infeccién con el
virus de Ebola adaptado para raton (Zaire) fue administrada intraperitonealmente. La mortalidad y el peso
fueron monitorizados durante 14 dias postinfeccion.

El porcentaje de supervivencia de los ratones esta indicado en la figura 8. Los ratones tratados con
solucién salina infectados con el virus del Ebola murieron todos en el dia 8. Todos los ratones tratados por
via intraperitoneal o intramuscular con el compuesto 1 sobrevivieron al punto final del estudio (dia 14). El
ochenta por ciento de los ratones tratados oralmente con el compuesto 1 sobrevivieron en el punto final
del estudio (dia 14).

El cambio en peso del raton esta indicado en la figura 9. Los ratones tratados con solucién salina
infectados con el virus del Ebola exhibieron pérdida de peso global hasta el dia 8 (todos los ratones de
control murieron en el dia 8). Los ratones tratados por via intraperitoneal o intramuscular con el
compuesto 1 retenian mas del 95% del peso de partida en el dia 12. Los ratones tratados oralmente con
el compuesto 1 retenian mas del 80% del peso de partida en el dia 12. Todos los ratones tratados con
farmaco continuaron ganado peso después del dia 12.

Ejemplo 12: Estudio de profilaxis en raton con virus de Ebola.

El compuesto 1 fue administrado por via i.m. y oralmente a ratones C57BI/6 de 8-12 semanas de edad.
Los sujetos de estudio fueron divididos en 6 grupos (N = 10 por grupo). El grupo 1 fue un control con
solucién salina, el grupo 2 fue dosificado con 150 mg/kg del compuesto 1 (PO, BID); el grupo 3 fue
dosificado con 250 mg/kg de compuesto 1 (PO, BID); el grupo 4 fue dosificado con 150 mg/kg de
compuesto 1 (IM, BID). El grupo 5 fueron ratones no infectados tratados con solucion salina (PO, BID), y
el grupo 6 fueron ratones no infectados tratados con 250 mg/kg de compuesto 1 (PO, BID). El tratamiento
fue durante nueve dias, comenzando 4 horas antes de la infeccién. La administracién del virus de Ebola
adaptado para ratones (Zaire) fue administrada por via intraperitoneal a 1,000 pfu). La mortalidad y el
peso fueron monitorizados durante 14 dias postinfeccion.

El porcentaje de supervivencia de los ratones esta indicado en la figura 10. Los ratones tratados con
solucién salina infectados con el virus del Ebola murieron todos en el dia 8. Todos los ratones tratados por
via intramuscular con el compuesto 1 sobrevivieron al punto final del estudio, indicando que la dosificacion
por via IM del compuesto 1 fue completamente protectora. El ochenta por ciento o0 mas de los ratones
tratados oralmente con el compuesto 1 sobrevivieron al punto final del estudio.

El cambio de peso de los ratones esta indicado en la figura 11. Los ratones tratados con solucién salina
infectados con el virus del Ebola exhibieron una pérdida de peso global hasta el dia 7 (todos los ratones
de control murieron en el dia 8). Los ratones tratados por via intramuscular con el compuesto 1 exhibieron
una ganancia de peso similar al grupo de control no infectado en el dia 11. Los ratones tratados oralmente
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con el compuesto 1 exhibieron pérdida de peso reversible, y retenian méas del 100% del peso de partida
en el dia 11.

Ejemplo 13: Virus de fiebre amarilla (YFV) Estudio de ventana de tiempo en hamster dorado.

El virus de fiebre amarilla (cepa Jiménez) fue inyectado por via IP a hamster dorados sirios hembra (99 g)
a 20 CCIDso por hamster (~ 6.25 x LDso). Los grupos fueron divididos como sigue: 1) el compuesto 1 fue
administrado comenzando -4h (N = 15); 2) el compuesto 1 administrado comenzando un dpi (dias
postinfeccién) (N = 10); 3) el compuesto 1 administrado comenzando 2 dpi (N = 10); 4) el compuesto 1
administrado 3 dpi (N = 10); 5) el compuesto 1 administrado 4 dpi (N = 10); 6) ribavirin administrado
comenzando -4h (N = 10); 7) vehiculo de solucién salina comenzando -4h (N = 16); 8) hamsteres no
infectados recibieron la administracion del compuesto 1 comenzando -4h (N = 3); 9) hamsteres no
infectados recibieron la administracion de vehiculo de solucién salina comenzando -4h (N = 3); y 10)
controles normales no tratados, no infectados (N = 3). La dosis de tratamiento fue de 100 mg/kg IP, BID
durante 7 dias. Los puntos finales del estudio fueron mortalidad a los 21 dias, peso medido en los dias 0,
3, 5, y 6; titulos de virus en suero e higado (dia 4, compuesto 1 -4h, y vehiculo a -4h), y ALT y AST en el
dia 6.

El estudio mostré una supervivencia potenciada para el compuesto 1 con tratamiento retardado en
comparacion con el placebo (figura 12). La supervivencia de los hamsteres infectados con YFV y tratados
con el compuesto 1 dos veces al dia durante 7 dias comenzando con diversos tiempos después de la
administracion del virus esta indicada (***P<0.001, **P<0.1, en comparacion con el placebo). La rata de
supervivencia fue de 100% para el compuesto 1 comenzando preinfeccion, y el tratamiento retardado
hasta 3 dias postinfeccion. La rata de supervivencia fue de 80% para el compuesto 1 comenzando 4 dias
postinfeccién, indicando un mejoramiento significativo con respecto al placebo en grupos con tratamiento
retardado. En contraste, el ribavirin proveyd 90% de supervivencia comenzando preinfeccion y el vehiculo
proveyd 12.5% de supervivencia comenzando preinfeccion. La mayoria de las muertes ocurrieron durante
los 10 dias después de la infeccidn. Los animales sobrevivientes sufrieron readministracion con YFV a los
21 dias postinfeccion.

El cambio de peso de los hdmsteres esté indicado en la figura 13. Los hamsteres infectados con YFV y
tratados con el compuesto 1 preinfeccién hasta 4 dias postinfeccibn mostraron ganancia de peso con
respecto al placebo y rivabirina administrado preinfeccion. Se muestra el porcentaje de cambio de peso de
los hamsteres infectados con YFV y tratados con el compuesto 1 dos veces al dia durante 7 dias
comenzando diversas veces antes y después de la administracion del virus.

Ejemplo 14: Biodisponibilidad oral del compuesto 1 en ratas.

El compuesto 1 fue dosificado a 10 mg/kg, PO en ratas. La curva farmacocinética que mide la
concentracion del compuesto 1 en el plasma de la rata hasta 6 horas se muestra en la figura 14.

Ejemplo 15: Estudio de virus Marburg para el compuesto 1.

El compuesto 1 fue dosificado por via intramuscular en ratones BALB/c de 10-12 semanas de edad que
recibieron administracion (por via intraperitoneal) con 1000 pfu de MARV-Ravn adaptado para ratén. El
estudio fue dividido en 10 grupos (N=10 por grupo). Los regimenes de dosificacion, rutas y dosis se
muestran en la Tabla 7. El compuesto 1 fue disuelto en solucién salina al 0.9% antes de la administracion,
y se monitorizaron la salud y el peso durante 14 dias postinfeccion.
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Tabla 7: Disefio de estudio para profilaxis y tratamiento con compuesto 1 para infeccion por Marburg

Compuesto 1 Compuesto 1
Grupo N Tratamiento Dosis Dosis Ruta Régimen*
(mg/kg) (mg/kg/d)
0 L
1 10 0.9% solucion - - IM BID; Dias 0-8 PI
salina
2 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; Dias 0-8 PI
3 10 Compuesto 1 50 100 IM BID; Dias 0-8 PI
4 10 Compuesto 1 15 30 IM BID; Dias 0-8 PI
5 10 Compuesto 1 5 10 IM BID; Dias 0-8 PI
6 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; + 4h, Dias 1-8
PI
7 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; Dias 1-8 PI
8 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; Dias 2-8 PI
9 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; Dias 3-8 PI
10 10 Compuesto 1 150 300 IM BID; Dias 4-8 PI
*Dia 0 de tratamiento iniciado 4 horas antes de la infeccidn, excepto para el grupo 6. El tratamiento del
grupo 6 iniciado 4 horas postinfeccién en el dia 0.
PI = postinfeccion

El porcentaje de supervivencia para los 10 grupos en este estudio hasta el dia 12 esté incluido en la Tabla
8. La rata de supervivencia para ratones tratados con vehiculo solamente (solucién salina al 0.9%) fue
60% en el dia 7 y 30% en los dias 8-12. El compuesto 1 demostrd incrementar la supervivencia a al
menos 90% en el dia 7, y al menos a 80% en los dias 8-12 en todas las dosis.

Tabla 8: Porcentaje de rata de supervivencia para profilaxis y tratamiento con compuesto 1 para
infeccion por Marburg

Porcentaje de supervivencia

Grupo | Tratamiento
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 Solucién 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 60 30 30 30 30 30
salina al
0.9%

2 Compuesto | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1

(150 mg/kg)
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Compuesto
1

(50 mg/kg)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Compuesto
1

(15 mg/kg)

100

100

100

100

100

90

90

90

90

90

90

90

90

Compuesto
1

(5 mg/kg)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Compuesto
1

(150 mg/kg)
+4h

100

100

100

100

100

100

100

100

100

90

90

90

90

Compuesto
1

(150 mg/kg)

+24h

100

100

100

90

90

90

90

80

80

80

80

80

80

Compuesto
1

(150 mg/kg)

+48h

100

100

100

100

100

100

100

90

90

90

90

90

90

Compuesto
1

(150 mg/kg)

+72h

100

100

100

100

90

90

90

90

80

80

80

80

80

10

Compuesto
1

(150 mg/kg)

+96h

100

100

100

100

100

100

100

100

100

90

90

90

90
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula |

OH OH

en donde A es NHy; y B es H, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo, para uso en
el tratamiento, supresion o prevencion de una infeccion viral.

2. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha infeccion viral comprende
infeccion con uno 0 mas virus.

3. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la infeccion
viral comprende un virus seleccionado del grupo consistente de las familias orthmyxoviridae,
paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae, y
coronaviridae; o

en donde la infeccién viral es seleccionada del grupo consistente de virus de adenovirus, rinovirus,
hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampién, Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela,
encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza A, influenza B, lassa, coriomeningitis linfocitica,
Junin, machupo, guanarito, hantavirus, fiebre del valle del Rift, La Crosse, encefalitis de California,
Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, Bosque de Kyasanur, encefalitis equina venezolana,
encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo severo (SARS),
parainfluenza, respiratorio sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae; o

en donde la infeccién viral es seleccionada del grupo consistente de virus de adenovirus, fiebre del
dengue, influenza A, influenza B, Junin, sarampion, parainfluenza, Pichinde, punta toro, respiratorio
sincicial, rinovirus, fiebre del valle del Rift, SARS-CoV, tacaribe, encefalitis equina venezolana, Nilo
Occidental, y fiebre amarilla; o

en donde la infeccion viral es seleccionada del grupo consistente de virus de Ebola, fiebre amarilla,
Marburg, influenza A e influenza B.

4. Un compuesto de formula I:

HO

OH OH

en donde A es NHy; y B es H; 0 una sal o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo, para uso en
la inhibicion de una ARN polimerasa viral seleccionada del grupo consistente de polimerasas virales de
orthmyxoviridae, paramyxoviridae, arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae,
picornaviridae, y coronaviridae.

5. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en donde se inhibe una segunda ARN
polimerasa viral.
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6. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la segunda ARN polimerasa viral
es seleccionada del grupo consistente de las polimerasas virales de orthmyxoviridae, paramyxoviridae,
arenaviridae, bunyaviridae, flaviviridae, filoviridae, togaviridae, picornaviridae, y coronaviridae.

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en donde la segunda ARN polimerasa
viral es seleccionada del grupo consistente de polimerasas virales de adenovirus, influenza A, influenza B,
parainfluenza, respiratorio sincicial, rinovirus, Junin, Pichinde, fiebre del Valle del Rift, fiebre del dengue,
sarampion, fiebre amarilla, tacaribe, encefalitis equina venezolana, Nilo occidental y SARS-CoV.

8. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en donde la ARN
polimerasa viral es seleccionada del grupo consistente de polimerasas virales de adenovirus, rinovirus,
hepatitis, virus de inmunodeficiencia, polio, sarampién, Ebola, Coxsackie, Rhino, Nilo Occidental, viruela,
encefalitis, fiebre amarilla, fiebre del dengue, influenza A, influenza B, lassa, coriomeningitis linfocitica,
Junin, machupo, guanarito, hantavirus, fiebre del valle del Rift, La Crosse, encefalitis de California,
Crimea-Congo, Marburg, encefalitis Japonesa, Bosque de Kyasanur, encefalitis equina venezolana,
encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental, sindrome respiratorio agudo severo (SARS),
parainfluenza, respiratorio sincicial, Punta Toro, Tacaribe y paquindae; o

en donde la ARN polimerasa viral es una polimerasa seleccionada del grupo consistente de polimerasas
virales de adenovirus, fiebre del dengue, influenza A, influenza B, Junin, sarampion, parainfluenza,
Pichinde, punta toro, respiratorio sincicial, rinovirus, fiebre del valle del Rift, SARS-CoV, tacaribe,
encefalitis equina venezolana, Nilo Occidental, y fiebre amarilla; o

en donde la ARN polimerasa viral es una polimerasa seleccionada del grupo consistente de polimerasas
virales de Ebola, fiebre amarilla, Marburg, influenza A e influenza B.

9. El compuesto para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que comprende
adicionalmente la administracion de un agente antiviral adicional.

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el agente antiviral adicional es
seleccionado del grupo consistente de laninamivir, oseltamivir, zanamivir y peramivir.

11. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en donde el agente antiviral adicional
es peramivir.

12. El compuesto para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde el compuesto
es para administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular u oral.

32



ES 2536831 T3

1/14

| einbi4
SOINUIW ‘UQIIUI)IY ap odurar g,

oy 0g 0t 01

dq - | "dwod

dl -1 dwog

| "dwon

00

P+20°C

r+20°v

P+230°9

P+30°8

S+30°1

S+aT'lL

S+l

dNoD Hg

33



ES 2536831 T3

2/14

Z eanbi4

[owd ‘se[nd ,01 X J/euisouspe

- 0001

- 0002

- 000€

- 000¥

000¢

[owd ‘se[n[2d 401 X 1/BUISOU3PE

34



ES 2536831 T3

3/14

¢ einbi4

Ugt yre

Wr og W o1 WM og wr o1

dL dd dL dd dL dd dL

00¢

0001

0o0s1

0002

00€T

)

L

01 X 1 /1 0o3sandwo

20
9

[owd ‘sejn|

35



ES 2536831 T3

4114

¢ eanbi4

osjwousb NOY B30} NYV
Wi ue | dwod eulsouape I dwo)d euisouape
3 0t ¢ 0t ¢

0€ £ 0t

NAV/NYY Br/dinoo He

- 0000

- 0000%

- 00009

00008

NAV/NYVY Br/dINOD He

36



ES 2536831 T3

5/14

G eanbi4

37



PERDIDA DE PESO PROMEDIO (GRAMOS)

ES 2536831 T3

6/14

—@— VEHICULO NO INFECTADO {n = §)
—@— VEHICULO INFEGTADO (n = 15}
=@ 30 mgkg IM {n =10}

=@ 100 mghkg M (n=10)

O 300 mghke M (n =10}

§ . 8 10
DIAS (POST INFECCION)

FIG. 6

38

U 16




PERDIDA DE PESO PROMEDIO (GRAMOS)

ES 2536831 T3

7/14

—@—VEHICULO NO INFECTADO
—{{— VEHICULO INFECTADO
IHmgkg'd, CRAL, qd

—o— 100mglkgld, ORAL, qd
—(O~ 100markgid, ORAL, bid
S J00mglkgid, ORAL, qd

] T T T T T T T ¥

0 2 4 8 8 0 12 14 16
DIAS (POST INFECGION)

FIG. 7

39



ES 2536831 T3

8/14

vLVId €L Vya 2L VId LLVIa oL vId 6 vIad

ey

8 9ld

gVvIALVIA 9v|d SVIA ¥vid €VId ZVIA Lv|d 0VId

\

%0

\

%04

0T

[940) 1 0LSANAINOD wibem

(w1 01SaNdNOD =t

{41 1 01SINAN0D ==

ity

%60 17 YNITYS NQIONT08 ==C=

05

%09

%01

%08

%06

- %001

YIONIINALILANS 30 Ir¥LNIOH0d

40



ES 2536831 T3

9/14

4 ¢ [/ I

i 1 g

i

(0} 1 0Ls3NdWOD =ik
(WU 1 0LSINAWOD expme

(49 1 0LSINANOD == ipem

%6'0 T YNITYS NOIDNT0§ (3=

O1INIINYLYHL

~1 640

T 90

T G870

&0

%60

¥alLdvd 30 0S3d 13 ArYINIOH0d

4



ES 2536831 T3

10/14

0l Ol

PLVIQELYIQ ZLVIALLYIA 0LVId6YId 8VId v 9vIid SYId +vid €vid Z2VId Lvid 0Wvd
L s L 1 i 5 i 4 i I i i 5 i ' L i a\‘mo
oavioaan (08 051} 1 dwon ==
. - %01
orav 134N {Od B8 0S7) 1 dwon =
oav193aN (Od B 061} 1 dwop == | | 07
%60 T¥ YOVLOZNI Od YNITYS NOIDNT0S ==
L0
0avLo3:Ni oN (0d B 057} + oD i €
W0 Y VAVLOTNI ON OGVNITYSNOIDNTOS —= | | ,
o
%05
%08
y %01
2 B %08
(] { /. %06
o — SO U U U S CS—_ -

VIONIINALAANS 30 APYINTOHOd

42



ES 2536831 T3

11/14

Y1 ¥Id €L VId

L

ZLv|a L1 v|d

1

01 vId 6 vId

8vId 2ZVIA 9vId SVId

Ll Ol

tvid evia €VId LVId 0vId

oav.o3ani (1 6 g)) 1 dNOD O
oav193ni{Od W 0S7) 1 dWoD e

0av1o3an (Od B gSE) 1 dNOD

%80 W VAVIOIAN .,
Od ¥NITYS NOIDNT0S

0av1934N1 0N (g Bl 0S7) 1 dINOD =i

%60 ¥ ¥aYLD34NION N
Od ¥NITYS NOIDNT0S

L

+

%0l

%4l

%08

%G8

%06

%56

%001

%504

%01

%G1

%02

vdlLdvd 3d 053d 3d IrYINIOH0d

43



ES 2536 831 T3
12/14

21 einbig

shiIA |8 Jod uoiaaajul e] ap sandsap seiq
iz BE &4 4 & 4 £ 12

Y- ‘oqaoeld -

"

ﬂ\\wme D R I R A A %\\m
e

4 p- ‘umiAeqry

E-thS‘RSQ%.(-
N

&

YIONIIANINGA4ANS 40 ArYLIN3OH0d

idp ¥ ‘| dwo)y  ~a-

idp ¢ ‘4 dwoy =g

\\-
R RS

@

1dp Z ) dwoy %
»%

idp L ) dwoy -

B & F 8w ¥ & el

Uy~ ‘pdwoy -

44



CAMBIO DE PESO PROMEDIO (%)

ES 2536831 T3

13/14

1 i 1 T

2 4 6 8
DIAS DESPUES DE LA INFECCION POR EL VIRUS
FIG. 13

45

~@~COMP 1,4 h
~+COMP1, { dpi
~£x~COMP 1,2 dpi

~— COMP 13 dpi
~&--COMP 1,4 dpi

== RIBAVIRIN, 4 h

-3~ PLACEBO, 4 h

€+ VEHICULO Y COMP 1




ES 2536831 T3

14/14
w
L«
- o
=]
e o 2 © e e o o
T 8§ 8 8 @8 ¥ W
(qwyBu) 1 dwo) jop uoEUIIUCY

46

Tiempo (horas)

Figura 14



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

