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DESCRIPCION
Derivados de AMP para tratar enfermedades cardiacas.

El Gobierno de los Estados Unidos de América tiene ciertos derechos en la presente invencién de acuerdo con el
National Institutes of Health Grant No. RO1-HL48225.

Antecedentes

Las acciones de nucleédtidos extracelulares en la sefializacién celular estan mediadas por dos clases de
receptores purinérgicos de la superficie celular: los receptores P2X son canales i6nicos que se abren o se cierran
por ligandos y que se activan mediante ATP extracelular, y los receptores P2Y son receptores acoplados a
proteinas G activados tanto por nucleétidos adeninicos como uracilicos. En el corazon, por ejemplo, se expresa
una variedad de receptores P2.

Los receptores P2X cardiacos representan una diana terapéutica nueva y potencialmente importante para el
tratamiento de insuficiencia cardiaca. Un receptor P2X en el cardiomiocito media la cardioproteccion y es
activado por ATP o su andlogo potente 2-MeSATP 1, como se demuestra usando el modelo de calsecuestrina
(CSQ) de cardiomiopatia. EI ATP extracelular puede provocar una corriente iénica en miocitos ventriculares
cardiacos murinos, de rata, y de cobaya. El receptor P2X4 es una subunidad importante del receptor P2X
cardiaco nativo, que media la corriente idénica inducida por ATP extracelular. Esta corriente de P2X estaba
aumentada en miocitos ventriculares cardiacos de los corazones CSQ. Ademas, la sobreexpresién del receptor
P2X4 especifica de miocitos cardiacos puede imitar los efectos beneficiosos que siguen a la infusién cronica de
analogos agonistas de P2X. Este analisis sugirié que la regulacion de este receptor P2X cardiaco es protectora
en hipertrofia o insuficiencia cardiaca.

El (1'S,2’'R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-amino-2-cloro-9H-purin-9-il)-1-[fosforiloximetil]biciclo[3.1.0]hexano-2,3-diol,
(MRS2339, 3) es un derivado de (N)-metanocarba monofosfato de 2-cloro-AMP 2 que contiene un sistema anular
biciclico rigido (biciclo[3.1.0]hexano) en lugar de ribosa. Este sistema anular impide la hidrdlisis del 5’-fosfato en
un compuesto modelo por su nucleotidasa. El compuesto 3 indujo una corriente en el miocito CSQ similar a
aquella por el compuesto 1, caracteristica de la accion del receptor P2Xs. MRS2339 (compuesto 3) administrado
cronicamente rescatd el fenotipo hipertrofico y de insuficiencia cardiaca en el ratdon que sobreexpresa CSQ.
Cuando se administra via una bomba miniosmética Alzet, aumentd significativamente la longevidad en
comparacion con los ratones a los que se les inyect6 vehiculo. La mejora en la supervivencia estaba asociada
con reducciones en la relacion de peso del corazon/peso corporal y en el area de seccion transversal de los
miocitos cardiacos. EI compuesto 3 estaba desprovisto de cualquier acciéon vasodilatadora en preparaciones
anulares de la aorta, indicando que su efecto beneficioso en insuficiencia cardiaca no fue debido a ninguna
descarga vascular.

La activacion de este receptor P2X de miocitos conduce a la apertura de un canal catidnico no selectivo
permeable a Na“, K, y Ca?". La corriente es entrante en potenciales de membrana negativos, se invierte cerca
de 0 mV, y se hace saliente a potenciales positivos. La activacion continua de este canal receptor bajo los
potenciales de membrana de reposo o negativos producira una corriente entrante, mientras que la activacion
durante porciones despolarizadas del potencial de accidon deberia conducir a una corriente saliente. Estas
corrientes iénicas representan un mecanismo iénico posible mediante el cual el canal de P2X de cardiomiocitos
logra su efecto protector.

En su articulo “P2X purinergic receptor-mediated ionic current in cardiac myocytes of calsequestrin model of
cardiomyopathy: Implications for the treatment of heart failure”, American Journal of Physiology: Heart and
Circulatory Physiology, vol. 292, n® 2, febrero de 2007, paginas H1077-H1084, Shen et al. describen el
compuesto MRS-2339
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y su utilizaciéon como activadores del receptor P2X de miocitos que tienen actividad cardioprotectora.

Resultan necesarios unos activadores del receptor P2X de miocitos adicionales que presenten una actividad
cardioprotectora.
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En un aspecto, se describen en la presente memoria unos derivados de N-metanocarba de fosfonatos y

fosfinatos de AMP que comprenden
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un isémero enriquecido en deuterio de los mismos, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en los

que

Q'esOo0S:

R' es hidrégeno o N(R®)y;

RZes hidrégeno, alquinilo de C»-C+2 o halégeno;

R3es hidrégeno;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidroxilo o alcoxi de C4-Cyy;

o, alternativamente, R* y R® forman una estructura ciclica de 5 0 6 miembros con el atomo de fosforo, en la
que la estructura ciclica contiene al menos dos atomos de oxigeno y al menos 2 o 3 atomos de carbono;

R® se selecciona independientemente de hidrogeno o alquilo de C1-C1z; €

Y es un grupo enlazante enlazado al atomo de fésforo mediante un atomo de carbono, seleccionado de
alquileno de C1-Cs 0 alquenileno de C1-Cs.

En un aspecto, una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un derivado de
N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP para el tratamiento de la enfermedad o afeccién cardiaca o
vascular sensible a la activacion del receptor P2X cardiaco y/o vascular para su uso en el tratamiento de
enfermedad o afeccion cardiaca o vascular sensible a la activacion del receptor P2X cardiaco y/o vascular en un
sujeto mamifero que lo necesite.

En ofro aspecto, una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de derivado de
N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP para su uso para la mejora del comportamiento contractil
cardiaco y/o funcién cardiaca.

En todavia otro aspecto, una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de derivado de
N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP para su uso en el tratamiento de una hipertrofia cardiaca,
insuficiencia cardiaca sistdlica, insuficiencia cardiaca diastdlica, cardiomiopatia isquémica, cardiomiopatia no
isquémica, o remodelacion cardiaca adversa tras lesion al corazén como resultado de isquemia/reperfusion o
causas no isquémicas en un sujeto mamifero que lo necesite.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra los efectos beneficiosos de derivados de fosfonatos sustituidos en 2-Cl de (N)-metanocarba
AMP en ratones con insuficiencia cardiaca. Se disolvieron diversos derivados de fosfonatos en disolucion salina
normal estéril (NS) a 3,3 uM y se infundieron subcutaneamente de forma individual via una minibomba Alzet en
ratones CSQ como se describe en Métodos. Después de 28 dias de infusion, la funciéon cardiaca in vivo se
evalu6 usando acortamiento fraccionario (FS) derivado de una ecocardiografia. (A) el derivado de 5’-fosfonato
sustituido en 2-Cl 4 fue capaz de mejorar el comportamiento contractil cardiaco in vivo en ratones con
insuficiencia cardiaca en comparaciéon con animales con insuficiencia cardiaca tratados con disolucion salina
normal (ANOVA de una via con comparacion de post-ensayo, P < 0,05), mientras que el no sustituido 5 fue
ineficaz P > 0,05). (B) De forma similar, el homélogo superior sustituido en 2-Cl 9 fue capaz de potenciar la
funcién contractil cardiaca (P < 0,05), mientras que el compuesto no sustituido parental 10 no mejoré la funcion
contractil (P > 0,05). Los datos fueron media + SE.
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La figura 2 muestra que la infusion crénica del compuesto 4 dio como resultado un FS derivado
ecocardiograficamente mejorado en ratones con insuficiencia cardiaca CSQ. Tras la infusion subcutanea cronica
de NS o de compuesto 4, se llevd a cabo una ecocardiografia con modo M dirigida bidimensional como se
describié en Métodos. En cada figura se indica la frecuencia cardiaca (HR). La ecocardiografia con modo M
representativa se mostré para un animal CSQ al que se le infundié disolucion salina normal (NS) (A), y para un
raton CSQ al que se le infundié compuesto 4 (B). Un corazén procedente de los ratones a los que se les infundié
NS mostré menos acortamiento tanto de la pared del tabique como de la pared libre del ventriculo izquierdo (LV)
que el que mostraron los ratones a los que se les infundié el compuesto 4.

La figura 3 muestra cambios en calcio intracelular en células de astrocitoma humanas 1321N1 que expresan de
forma estable el receptor hP2Y. Se cuantifico la fluorescencia en respuesta a un agonista conocido del receptor
hP2Y; 2-MeSADP (ECs, 10,3 + 0,4 nM), compuesto 3 (ECso 722 + 55 nM), o los analogos de fosfonatos
(compuestos 4-11, todos inactivos a 10 uM) usando un FLIPR-Tetra.

La figura 4 muestra que la infusion cronica del compuesto 11a provocd un acortamiento fraccionario contractil del
LV incrementado en el modelo de insuficiencia cardiaca que sobreexpresa calsecuestrina (CSQ). Tras 14 dias de
infusion del compuesto 11a (n = 6 ratones) o disoluciéon salina normal (NS, n = 4) en ratones CSQ, el
acortamiento fraccionario (FS) del LV se comparé entre los dos grupos. El tratamiento con el compuesto 11a dio
como resultado una funcién contractil del LV in vivo mejorada en animales con insuficiencia cardiaca. Los datos
son la media y el error estandar.

La figura 5 muestra que la infusion crénica del compuesto 11a dio como resultado la conservacion del grosor de
la pared del LV en ratones con insuficiencia cardiaca que sobreexpresan CSQ. El engrosamiento de la pared
cardiaca in vivo se evalué mediante ecocardiografia tras 14 dias de infusion de compuesto 11a o NS en ratones
CSQ. a: En los animales a los que se les infundié el compuesto 11a, el grosor de la pared posterior del LV
durante la sistole (LVPW@S) fue mayor (P < 0,05) que aquel en ratones CSQ a los que se les infundid NS (P <
0,01). b: Se obtuvieron datos similares cuando se compar6 el grosor septal durante la sistole (IVS@S) entre
ratones CSQ tratados con el compuesto 11a y los tratados con NS, P< MRS 0,01. c: El grosor de la pared
posterior del LV durante la diastole también fue mayor en ratones CSQ a los que se les infundid el compuesto
11a que en ratones CSQ a los que se les infundié NS, P < 0,05. Los datos se expresan como media + SEM. Los
datos sugieren que el tratamiento con el compuesto 11a fue capaz de prevenir el adelgazamiento de la pared del
LV en insuficiencia cardiaca.

Las caracteristicas descritas anteriormente y otras caracteristicas seran apreciadas y comprendidas por un
experto en la materia a partir de la siguiente descripcion detallada y reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada

Las enfermedades y afecciones cardiacas y vasculares sensibles a la activacion de los receptores P2X cardiacos
incluyen cardiomiopatia y aquellas enfermedades asociadas con defectos en la contractilidad cardiaca. Como
agonistas de receptores P2X, los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP son
particularmente Utiles en el tratamiento de, por ejemplo, hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca que resulta de
cualquier causa de homeostasis de Ca* anormal o de lesiones miocardicas, insuficiencia vascular que conduce
a infarto de miocardio, para afecciones tras infarto de miocardio, para afecciones tras infarto de miocardio dentro
del periodo tras el infarto a corto plazo, y para insuficiencia cardiaca diastdlica. Los agonistas de receptores P2X
se pueden usar como agentes cardioprotectores para incrementar las tasas de supervivencia en individuos que
han tenido un suceso cardiaco tal como infarto de miocardio, o para prevenir sucesos cardiacos en pacientes
con riesgo elevado. Los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP también son utiles en el
tratamiento de insuficiencia cardiaca sistdlica de cualquier etiologia, cardiomiopatia isquémica, o cardiomiopatia
no isquémica.

La hipertrofia y la insuficiencia cardiaca, por ejemplo, siguen siendo una afeccion médica con una “necesidad
médica no satisfecha”. Se ha mostrado que las medicaciones disponibles son beneficiosas con una reduccion
solamente modesta de la tasa de mortalidad. Los agentes descritos en la presente memoria son una nueva clase
de agentes orales que pueden prolongar la esperanza de vida en insuficiencia cardiaca. Pueden ser mas
eficaces que las medicaciones actualmente disponibles, dado el resultado beneficioso obtenido en el modelo de
animal.

En una forma de realizacion, el derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP es un analogo de
profarmaco. Como se usa en la presente memoria, el término profarmaco significa un compuesto que se
administra en forma inactiva o menos activa, que se metaboliza in vivo a una forma mas activa. Se pueden usar
métodos consolidados para demostrar que los derivados de fosfonato o fosfinato y/o sus analogos son
profarmacos. Por ejemplo, el profarmaco se puede inyectar en ratones, y la aparicion del farmaco parental
seguido de HPLC de muestras de suero tomadas en diferentes puntos de tiempo. Debido a que los receptores
P2X son canales idnicos en la superficie celular que son estimulados por ligandos extracelulares, se selecciond
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un enfoque de profarmaco que deberia permitir la escision del compuesto administrado antes de la
internalizacion en una célula, pero no en el estbmago o intestino.

En otro ejemplo, la regeneracion del farmaco parental a partir del profarmaco se puede seguir aplicando a sangre
una disolucion que contiene un profarmaco sospechoso a una concentracion de alrededor de 20 uM. Durante la
incubacion, la mezcla sanguinea se puede mantener a 37°C, y las muestras se pueden retirar a 5 min., 0,5 h, 1
h, 2 h'y 4 h. Tras retirarlas, las muestras se someten inmediatamente a hemdlisis en tubos llenos previamente de
agua enfriada con hielo, y se almacenan a -20°C hasta el analisis. Para el andlisis, se aflade a cada muestra un
patron interno que consiste en 100 ul de una disolucion 40 uM en DMSO del derivado N6-(fluorenilmetilico) de
adenosina y 100 pl de una disolucién al 10% de acido sulfosalicilico. Tras someter suavemente a vértice durante
5 min., las muestras se extraen tres veces, sucesivamente, con 0,5 ml de acetato de etilo saturado con agua.
Cada extraccion consiste en la adicion de acetato de etilo, sometimiento a vortice durante 5 min., centrifugacion
durante 5 min. a 2000 g, y separacion manual del sobrenadante con una pipeta automatica. Las fracciones del
extracto se combinan y se evaporan hasta sequedad bajo una corriente de gas nitrégeno. El residuo se
reconstituye entonces en 50 ul de un sistema de fase movil de HPLC. Se inyectan 40 pl de esta disolucién por
cada experimento cromatografico para proporcionar un perfil cinético para la conversion del profarmaco en su
nucledsido parental. La cromatografia se lleva a cabo, por ejemplo, a temperatura ambiente usando una columna
de fase inversa (columna analitica Zorbax Eclipse 5 um XDB-C18, 250 x 4,6 mm) equipada con una columna de
guarda empaquetada con material C18. El caudal es 1,0 ml/min., y se usa la longitud de onda de deteccion de
280 nm. El curso de tiempo para la concentracion relativa de cada derivado se calcula en base al porcentaje
fraccionario de nucleosido total detectado, y se representa graficamente.

En el contexto de la presente invencion se ha explorado la relacién estructura-actividad (SAR) de analogos de
fosfonato del compuesto 3 en un modelo de cardioproteccion.

NH»

/L
HO™ ‘o/\(,,,: )’
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\\\\
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Aunque se mostré que un (N)-metanocarba nucledsido 5-monofosfato es un mal sustrato de 5’-nucleotidasa
(CD73), la sustitucion del grupo fosfoéster del compuesto 3 por un fosfonato podria incrementar adicionalmente
la vida media in vivo debido a la estabilidad del enlace C-P. En algunos casos, se ha mostrado que los analogos
de fosfonato de nucleétidos y otros ligandos conocidos presentan actividad en receptores P2. En una forma de
realizacion, se ha encontrado que la sustitucion de ésteres de monofosfatos por grupos fosforotioato de diversos
ligandos proporciona resistencia a la hidrdlisis catalizada por fosfatasas, sin reducir la afinidad de union. En otra
forma de realizacién, se ha mostrado que la introduccion de deuterio en lugar de hidrogeno en localizaciones
estratégicas en ligandos de receptores labiles y otros farmacos incrementa el tiempo de vida bioldgico debido a
un efecto isotépico, sin reducir la afinidad de unién.

Los 5'-fosfonato y 5-metil fosfonatos de derivados de (N)-metanocarba adenina 4, 11 o 2-Cl adenina 5, 12 se
sintetizaron usando el compuesto 13 previamente dado a conocer. Se pueden concebir al menos dos rutas
sintéticas que conducen a estas moléculas diana, a saber, las rutas A y B (Esquema 7A) basadas en la
instalacion del grupo fosfonato. La ruta A implica la instalacion del fosfonato al nivel nucleosidico para generar el
intermedio clave 42, que se podria usar como intermedio comun para la generacion tanto de fosfonatos como de
metil fosfonatos 43 usando condiciones de reacciéon de Michaelis-Arbuzov. Mientras tanto, la ruta B implica la
instalacion de fosfonato al nivel del azicar en los intermedios halogenados 17 y 37 para proporcionar los
intermedios 18 y 38. La ruta B no tiene un intermedio comun, como la ruta A, y, como resultado, implica una
secuencia sintética mas prolongada y mas laboriosa. En general, las condiciones de reaccion de
Michaelis-Arbuzov para generar derivados de fosfonatos requieren tiempos de reaccion prolongados (24 a 48
horas) a temperaturas elevadas (120 a 180°C). Ademas, la eliminacion del reactivo de fosfito de trialquilo
necesita temperaturas elevadas y alto vacio. Debido a estas duras condiciones, una reaccion de
Michaelis-Arbuzov a nivel nucleosidico da generalmente como resultado rendimientos muy pobres (rendimiento
menor que 25%) de los fosfonatos deseados, junto con la formacion de un producto térmicamente degradado de
color oscuro de los nucledsidos. Por otro lado, la reaccion de Michaelis-Arbuzov a nivel del azicar da
generalmente como resultado rendimientos muy buenos. Por tanto, aunque la ruta B consume tiempo y contiene
mas etapas sintéticas que la ruta A, hemos decidido obtener estos derivados de fosfonatos via la ruta B,
creyendo que seria fiable con buenos rendimientos.
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Los fosfonatos saturados e insaturados de cadena larga de derivados de (N)-metanocarba adenina o 2-ClI
adenina 7-10 se podrian lograr a partir del mismo compuesto de partida 13 que para los fosfonatos 4, 5, 11y 12.
Similar a la sintesis de los fosfonatos 4, 5, 11 y 12, estos fosfonatos se podrian obtener posiblemente via dos
rutas sintéticas, a saber, la ruta C y D (Esquema 7B), basadas en la instalacion del grupo fosfonato. El fosfonato
insaturado de cadena larga se podria instalar mediante oxidacién y 5’-alcohol del nucledsido 24 o del compuesto
15 seguido de la reaccion de tipo Wittig usando metilendifosfonato de tetraisopropilo y NaH para proporcionar el
diéster de fosfonato 26 o 30, respectivamente. Se podria esperar que esta reaccién transcurriera de forma suave
en las etapas tanto nucleosidica como del azucar. Puesto que la ruta A tiene un intermedio comun 26 para la
sintesis de 5'-fosfonatos saturados e insaturados de cadena larga 7-10, hemos decidido explorar la sintesis de
estos fosfonatos mediante la ruta sintética C mas corta.

Hay cada vez mas pruebas de que la activacion cronica del receptor P2X cardiaco nativo por analogos
nucleotidicos protege frente a la progresion de insuficiencia cardiaca. El receptor P2X; es una subunidad
esencial de este receptor nativo, pero no sabemos qué otros subtipos de P2X estan presentes. El receptor de
miocitos cardiaco no es idéntico al receptor P2X, vascular, que tiene un papel clave en la respuesta de células
endoteliales a cambios en el flujo sanguineo.

El analogo nucleotidico sintético 3 activa el receptor P2X cardiaco nativo, como se indica en experimentos
electrofisiolégicos con miocitos cardiacos normales y aquellos que sobreexpresan CSQ y basados en su
capacidad in vivo para mejorar el fenotipo de insuficiencia cardiaca de estos animales. El sistema anular
carbociclico rigido contenido en este derivado estabiliza los nucleétidos frente a la accion de las nucleotidasas.
Por lo tanto, se espera que el compuesto 3 sea mas estable que el ribdsido correspondiente. En el presente
estudio, hemos sintetizado derivados de monofosfatos de adenosina totalmente resistentes a la hidrolisis
basandonos en enlaces de fosfonato. Se encontré que el enlace C-O-P del compuesto 3 es estable a lo largo de
24 horas en medio acuoso a pH 1,5 para simular la acidez del estbmago; sin embargo, la incubacién a 37°C en
presencia de membranas celulares de mamifero (células de astrocitoma 1321N1) dio como resultado una
hidrdlisis considerable del 5'-fosfato de 3 (dato mostrado). Por lo tanto, se buscé una alternativa estructural mas
estable al enlace de 5'-fosfato.

Para ensayar los nuevos analogos, se us6 un cribado in vivo de la funciéon cardiaca. De este modo, los
resultados de este estudio crénico reflejan probablemente tanto factores farmacodinamicos como
farmacocinéticos. Varios de los nuevos analogos de fosfonatos presentaron la misma actividad agonista que el
compuesto 3 en receptores P2X cardiacos nativos, es decir, protegieron al musculo cardiaco cuando se
administraron cronicamente en el modelo de CSQ. El analisis de SAR mostr6 que la considerable
cardioproteccién estaba asociada con caracteristicas estructurales especificas de los derivados de fosfonatos. La
variacion en la longitud de cadena y la saturacion en el carbono 5’ proporcionaron resultados consistentes en el
cribado in vivo. Dos de los fosfonatos, 4 y 9, ambos homologos saturados que contienen una sustitucion 2-Cl,
mejoraron el FS, mientras que los fosfonatos insaturados y los andlogos 2-H fueron inactivos. EI FS mas
favorable (20,25%, en comparacion con 13,78% en los controles) se observé para (1'S,2’'R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-
amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonometilen)-biciclo[3.1.0lhexano 4, que es el equivalente del
compuesto 3 en el que se ha cortado el 5-O. El homélogo superior 9 presenté un FS de 19,26%. De este modo,
es posible extender el SAR alrededor del compuesto 3, para la activacion crénica del receptor P2X cardiaco que
conduce a un efecto beneficioso en insuficiencia cardiaca.

Ademas, el 5'-fosfato 3 y el profarmaco 9a (MRS2944) son estables en condiciones acidas representativas del
acido del estdmago (pH 1,5). Sin embargo, la incubacion de 5'-fosfato 3 o del fosfonato diéster 9a a 37°C en
presencia de membranas celulares de mamiferos (células de astrocitoma 1321N1) dio como resultado una
hidrdlisis considerable (dato mostrado). Esto indica que la escision deseable de un profarmaco de fosfonato
diéster tal como 9a es factible en presencia de tejido, mientras que los farmacos de fosfato, tal como 3, pueden
ser el objeto de escision prematura in vivo. Sin estar atados por la teoria, se cree que el enfoque de profarmaco
permitira al farmaco enmascarado pasar a través del estdmago para ser absorbido intacto en los intestinos, y,
para el grupo fosforilo cargado, permanecer intacto hasta que el farmaco libre alcance el sitio de accion en el
corazon. Por lo tanto, los fosfonatos estables serian adecuados en este esquema. La escision de los derivados
de profarmaco ocurrira en la circulacién antes de alcanzar el sitio de acciéon tisular, debido a que la
internalizacion intracelular seria indeseable. Por lo tanto, muchos de los esquemas de profarmaco que buscan la
penetraciéon del farmaco enmascarado en las células, es decir, para aplicaciéon antiviral o contra el cancer de
derivados nucleotidicos, probablemente no serian adecuados en la presente memoria.

No es factible estudiar los analogos en un sistema de receptor P2X4 homotrimérico recombinante, debido a que
se piensa que el receptor P2X cardiaco endégeno estd compuesto de subunidades del receptor P2X; en
asociacion heteromérica con un subtipo de P2X todavia sin identificar. Se sabe que el receptor P2X4 se asocia
con otros subtipos de receptores P2X, y estos heterotrimeros son farmacolégicamente distintos de los
heterotrimeros de P2X,.

Otro sitio de accion de los nucledtidos de adenina en tejido cardiaco es el receptor P2Y1 metabotrépico, que
causa relajacion del musculo liso vascular dependiente de 6xido nitrico. Por lo tanto, ensayamos los nucleoétidos
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como agonistas del receptor P2Y para explicar la posibilidad de que los efectos cardiovasculares observados de
los derivados de fosfonatos fueran un resultado de la activacion de un receptor P2Y endotelial. El compuesto 3
se caracterizo inicialmente en ensayos de PLC como un agonista débil del receptor hP2Y; (ECso 1,89 uM), y esa
conclusién es consistente con la potencia observada en la presente memoria al inducir calcio pasajero en la
misma estirpe celular. Todos los derivados de fosfonatos ensayados fueron inactivos en el receptor P2Y;. Esto
sugiere el uso de estos compuestos como sondas farmacoldgicas mas selectivas del receptor P2X cardiaco
enddgeno que el compuesto 3. Sin embargo, merece la pena sefialar que se mostré que la cardioproteccion
proporcionada por el compuesto 3 es independiente del receptor P2Y por su incapacidad para dilatar anillos
aorticos y por el uso de un antagonista selectivo de P2Y{ MRS2500. Este agonista no podria bloquear la
corriente de membrana provocada por 3 bajo pinzamiento de voltaje en miocitos cardiacos de ratén.

Se describen en la presente memoria nuevos derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP. Los
derivados de N-metanocarba adecuados de AMP se dan en la Formula (1) a continuacion:

R1
RZA“N N

R OH 0

un isémero enriquecido en deuterio de los mismos, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en los
que

Q'esOo0S:

R' es hidrégeno o N(R®)y;

R%es hidrégeno, alquinilo de C»-C+2 o halégeno;

R3es hidrégeno;

R* y R’ se escogen independientemente de hidroxilo o alcoxi de C1-Ciz;

0, como alternativa, R* y R® forman una estructura ciclica de 5 0 6 miembros con el atomo de fosforo, en la
que la estructura ciclica contiene al menos dos atomos de oxigeno y al menos 2 o 3 atomos de carbono;

R°® se escoge independientemente de hidrégeno o alquilo de C4-Ci2; e

Y es un grupo enlazante enlazado al atomo de fésforo mediante un atomo de carbono, escogido de alquileno
de C1-Cs 0 alquenileno de C+-Cs.

El grupo enlazante Y es alquileno de C4-Cg 0 alquenileno de C1-Cs. En una forma de realizacion, Y es -CH,-. En
otra forma de realizacién, Y es -CH,CH,-. En todavia otra forma de realizacion, Y es -CH=CH-.

En otra forma de realizacion en la que el derivado de N-metanocarba de AMP es segtn la Formula (1), Q" es O;
R' es N(R%),, en el que cada R® es hidrogeno; R? es halégeno; R® es hidrégeno; R* es hidroxilo o alcoxi
opcionalmente sustituido; R® es hidroxilo o alcoxi opcionalmente sustituido; e Y es un alquileno de C+-Cs.

Las formas de realizacion especificas de derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP incluyen:
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Ester de 1-aril-1,3-propanilo ciclico
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NH, NH,
N ‘ Ny
N)\X

L ﬁ_<f

HO  OH

n=10 2;X = cualquier halégeno n=1o0 2; X = cualquier halégeno

Sin estar atados por la teoria, se cree que la separacion del fésforo con respecto al anillo de metanocarba es
importante para la actividad in vivo. Entre los derivados de fosfonatos ensayados, solamente el espaciador mas
largo de 2 carbonos en 11a dio como resultado una cardioproteccion eficaz mediante derivados de éster de
profarmaco, incluso aunque los precursores o nucleétidos desbloqueados, es decir, 4 y su homologo superior 9,
fueron activos en ambos casos. De este modo, tanto el diéster enmascarado 11a y su precursor cargado 9
fueron claramente protectores in vivo. Esto sugiere que el desbloqueo enzimatico de los ésteres in vivo dependid
del acceso estérico no impedido al grupo fosfonilo.
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1la MRS2978

Los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP tienen afinidad por receptores P2X, incluyendo
receptores P2X cardiacos y vasculares. La afinidad por el receptor P2X se puede determinar mediante la
respuesta a la dosis de incrementos en la contractilidad para los diferentes compuestos Los cambios en la
contractilidad se pueden medir como cambios en la longitud del sarcémero y Ca®" transitorios registrados a partir
de miocitos aislados individuales usando un microscopio invertido de epifluorescencia.

En una forma de realizacion, los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP son Utiles en el
tratamiento de enfermedades cardiacas sensibles a la activacion del receptor P2X cardiaco, tales como, por
ejemplo, hipertrofia cardiaca y/o insuficiencia cardiaca que resulta de la homeostasis anormal de ca*

En una forma de realizacion, los compuestos descritos en la presente memoria se usan en el tratamiento de
enfermedades cardiacas sensibles a la activacion del receptor P2X cardiaco, tales como cardiomiopatia. Las
enfermedades cardiacas sensibles a la activacion de receptores P2X cardiacos |ncluyen por ejemplo, hipertrofia
cardiaca y/o insuficiencia cardiaca que resulta de homeostasis anormal de ca®'. La hipertrofia cardiaca es un
engrosamlento del musculo cardiaco (miocardio), que da como resultado una dlsminucién en el tamafo de la
camara del corazén, incluyendo los ventriculos izquierdo y derecho. Se sabe que las alteraciones en el manejo
de Ca®" estan asociadas con hipertrofia cardiaca. La insuficiencia cardiaca es la insuficiencia del corazén para
mantener un gasto cardiaco suficiente para satisfacer las demandas metabdlicas del cuerpo. La insuficiencia
cardiaca puede resultar de cualquier trastorno cardiaco estructural o funcional que altera la capacidad del
corazoén para llenarse con o bombear una cantidad suficiente de sangre por todo el cuerpo. Los componentes
descritos en la presente memoria son partlcularmente utiles en el tratamiento de insuficiencia cardiaca que
resulta de homeostasis anormal de Ca**

Los compuestos descritos en la presente memoria son particularmente Utiles en el tratamiento de enfermedades
cardiacas sensibles a la activacion del receptor P2X cardiaco asociado con defectos en la contractilidad
cardiaca. Tales enfermedades incluyen infarto de miocardio. Como se usa en la presente memoria, infarto de
miocardio, conocido normalmente como ataque al corazén, es un estado mérbido que ocurre cuando se
interrumpe el suministro de sangre a una parte del corazén. La isquemia resultante o falta de oxigeno causa
dafo y muerte potencial del tejido del corazén. En una forma de realizacion, el tratamiento se realiza dentro del
periodo tras el infarto a corto plazo. Como se usa en la presente memoria, el periodo tras el infarto a corto plazo
es dentro de 48 horas del infarto de miocardio. La ventaja de tratar en el periodo tras el infarto a corto plazo es
bloquear el estimulo para la hipertrofia cardiaca y el remodelado adverso en cualquier etapa temprana de la
progresion de la insuficiencia cardiaca tras el infarto de miocardio.

En una forma de realizacion relacionada, los compuestos tienen afinidad por receptores P2X vasculares y se
pueden usar para tratar afecciones asociadas con receptores P2X vasculares. Sin estar atados por la teoria, se
cree que los receptores P2X vasculares producen 6xido nitrico, que se puede difundir a los miocitos y mejorar la
funcién de los miocitos. De este modo, mediante la unién a receptores P2X vasculares tales como receptores
endoteliales, los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP se pueden usar para tratar
afecciones sensibles a un incremento en 6xido nitrico. Se incluyen en la presente memoria de este modo la
composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un derivado de N-metanocarba de fosfonato o
fosfinato de AMP como se define anteriormente para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién
cardiaca o vascular sensible a la activacion del receptor P2X cardiaco y/o vascular en un sujeto mamifero que lo
necesite.

Adicionalmente, los compuestos descritos en la presente memoria son utiles para mejorar la funcién cardiaca al
incrementar la contractilidad del musculo cardiaco y/o al incrementar la relajacion diastélica del musculo
cardiaco. De este modo, se incluyen en la presente memoria la composicion farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP como se define anteriormente
para su uso en la mejora del comportamiento contractil cardiaco o funcién cardiaca en un mamifero que lo
necesite. En una forma de realizacion, el mamifero ha tenido o se sospecha que tiene un infarto de miocardio. En
otra forma de realizacion, la administracion se lleva a cabo dentro del periodo tras el infarto a corto plazo.

Los compuestos descritos en la presente memoria también son utiles para mejorar la funciéon cardiaca
administrandolos a un mamifero que necesite de tal tratamiento. Como se usa en la presente memoria, mejorar
la funcién cardiaca puede incluir, por ejemplo, mejorar la capacidad del corazén para relajarse, proporcionar un
remodelado favorable en un sujeto con insuficiencia cardiaca, disminuir la fibrosis, disminuir la hipertrofia de
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miocitos cardiacos, y/o mejorar el manejo del calcio en miocitos en un sujeto con insuficiencia cardiaca.

Los compuestos descritos en la presente memoria se pueden usar para tratar insuficiencia cardiaca sistdlica o
diastolica. La “sistole” ocurre cuando el corazén se contrae, y la “diastole” es la fase de relajacion del corazoén. El
incremento en -dP/dt o fase de relajacion del musculo cardiaco en animales transgénicos que sobreexpresan el
receptor P2X, sugiere que la activacion del receptor P2X cardiaco se puede usar para tratar insuficiencia
cardiaca diastolica. Al igual que la sobreexpresion del receptor P2Xs, el tratamiento con los derivados de N-
metanocarba de AMP se puede emplear para individuos que necesiten tratamiento para insuficiencia cardiaca
diastolica. La insuficiencia cardiaca diastdlica esta causada cuando el corazén no se relaja completamente, con
lo que no se llena apropiadamente con sangre. Al incrementar la tasa de relajacion del musculo cardiaco, los
derivados de N-metanocarba de AMP mejoraran la funcién cardiaca en individuos con insuficiencia cardiaca
diastdlica. La insuficiencia cardiaca sistolica se denomina algunas veces como insuficiencia ventricular izquierda,
y resulta de un defecto o anormalidad en la funcién sistélica, es decir, en la contraccion, durante la expulsion de
sangre al resto del cuerpo. Como resultado, la cantidad de sangre bombeada al cuerpo y a los pulmones se
reduce, y el ventriculo se agranda habitualmente.

En otra forma de realizacion, los compuestos descritos en la presente memoria se usan para tratar el remodelado
adverso y la lesion tras isquemia/lesion por reperfusion. En una forma de realizacion, tratar individuos que
necesitan tratamiento para isquemia y lesion por reperfusion. La isquemia es una deficiencia de oxigeno en una
parte del cuerpo que causa cambios metabdlicos, habitualmente temporales, que puede ser debida a una
constriccion o una obstruccion en el vaso sanguineo que suministra a esa parte. La reperfusion es la
restauracion del flujo sanguineo a un 6rgano o tejido. La isquemia y la reperfusion del musculo cardiaco pueden
causar lesion significativa con consecuencias nocivas. Las terapias eficaces que reduzcan tal lesion tendran
beneficios significativos en el tratamiento de infarto de miocardio y lesion por reperfusion.

Se incluyen en la presente memoria de este modo la composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP como se define anteriormente para su
uso en el tratamiento de una hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca sistélica, insuficiencia cardiaca diastdlica,
cardiomiopatia isquémica, cardiomiopatia no isquémica, o remodelado cardiaco adverso tras lesién al corazén
como resultado de isquemia/reperfusion o causas no isquémicas en un sujeto mamifero que lo necesite.

Los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP de la presente invencion se usan para tratar
un mamifero tal como un ser humano.

En una forma de realizacion, el derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP se coadministra con
un agente adicional tal como, por ejemplo, un bloqueador del receptor beta-adrenérgico, un bloqueador del
receptor de angiotensina o un inhibidor de la enzima conversora de angiotensina o un bloqueador del receptor de
aldosterona.

En una forma de realizacion, se incluye en la presente memoria una composicion que comprende un derivado de
N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP como se define anteriormente y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Para la administracion oral, la preparacion farmacéutica puede estar en forma liquida, por ejemplo disoluciones,
jarabes o suspensiones, o se puede presentar como un producto farmacéutico para la reconstitucion con agua u
otro vehiculo adecuado antes del uso. Tales preparaciones liquidas se pueden preparar por medios
convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables, tales como agentes de suspension (por ejemplo,
jarabe de sorbitol, derivados de celulosa, o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por
ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, o
aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o de propilo, o acido
sorbico). Las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma de, por ejemplo, comprimidos o capsulas
preparados por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa);
cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo,
estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o glicolato de almidon
sodico); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos se pueden revestir
mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Las preparaciones para administracién oral se pueden formular de forma adecuada para dar una liberaciéon
controlada del compuesto activo.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o tabletas formuladas de
manera convencional.

Para la administracion mediante inhalacién, las composiciones se suministran convenientemente en forma de
una presentacion de pulverizacion de aerosol a partir de envases a presion o un nebulizador, con el uso de un
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propelente adecuado, por ejemplo diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de
carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol a presion, la unidad de dosificacion se puede determinar
proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos de,
por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contienen una mezcla en polvo del compuesto y
una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Las composiciones se pueden formular para la administracion parenteral mediante inyeccion, por ejemplo
mediante inyeccion de bolo o infusidén continua via inyeccién intravenosa, intraperitoneal o subcutanea. Las
formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo en ampollas, o
en recipientes de multiples dosis, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden tomar formas tales
como suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes
formuladores tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, el ingrediente
activo puede estar en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre
de pirégenos, antes del uso.

Las composiciones se pueden formular en cremas, lociones, unglentos o tinturas, por ejemplo, que contienen
bases convencionales, tales como hidrocarburos, vaselina, lanolina, ceras, glicerina, o alcohol. Las
composiciones también se pueden formular en composiciones rectales tales como supositorios 0 enemas de
retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u
otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, las composiciones también se pueden formular como una
preparacion de depdsito. Tales formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante implante
(por ejemplo, subcutaneamente o intramuscularmente) o mediante inyeccion intramuscular. De este modo, por
ejemplo, las composiciones se pueden formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo,
como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados apenas solubles,
por ejemplo como una sal apenas soluble. Los liposomas y las emulsiones son ejemplos bien conocidos de
vehiculos o portadores de suministro para farmacos hidrdfilos.

Si se desea, las composiciones se pueden presentar en un envase o dispositivo dispensador, que puede
contener una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. El envase puede
comprender, por ejemplo, una hoja metalica o de plastico, tal como un envase de tipo blister. El envase o
dispositivo dispensador puede ir acompafiado de instrucciones para la administracion.

La cantidad de derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP que se puede combinar con
excipientes farmacéuticamente aceptables para producir una Unica forma de dosificacién variara dependiendo
del hospedante tratado y del modo particular de administracion. La cantidad terapéuticamente eficaz especifica
para un paciente particular dependera de una variedad de factores, que incluyen la actividad del compuesto
especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la
via de administracion, la velocidad de excrecion, la combinacion farmacéutica, y la gravedad de la enfermedad
particular sometida a terapia. En algunos casos, los niveles de dosificacion por debajo del limite inferior del
intervalo mencionado anteriormente pueden ser mas que adecuados, mientras que en otros casos se pueden
emplear dosis aun mayores sin provocar efectos secundarios dafinos, con la condiciéon de que tales niveles de
dosis mayores se dividan en primer lugar en varias dosis pequefas para la administracion a lo largo del dia. Las
concentraciones de los compuestos descritos en la presente memoria encontradas en las composiciones
terapéuticas variaran dependiendo de un numero de factores, incluyendo la dosis del farmaco a administrar, las
caracteristicas quimicas (por ejemplo, hidrofobia) de los compuestos empleados, y la via de administracion. En
términos generales, los derivados de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP se pueden proporcionar en
una disolucion amortiguadora fisioldgica acuosa (por ejemplo, 1 cc) que contiene alrededor de 0,2% p/v de
compuesto para administracion oral. Los intervalos de dosis tipicos son alrededor de 285 nug/kg de peso corporal
por dia en tres dosis divididas; un intervalo de dosis preferido es de alrededor de 42 ng/kg a alrededor de 171
ng/kg de peso corporal por dia. La dosificacion preferida de farmaco que se debe administrar depende
probablemente de variables tales como el tipo y grado de progresién de la enfermedad o trastorno, el estado de
salud general del paciente particular, la eficacia biolégica relativa del compuesto seleccionado, y la formulacion
del compuesto excipiente, y su via de administracion, asi como otros factores, incluyendo la biodisponibilidad,
que esta influida a su vez por varios factores. Por ejemplo, si el compuesto se metaboliza en el higado o se
excreta en la bilis, parte del compuesto activo absorbido del tubo digestivo se inactivara por el higado antes de
que pueda alcanzar la circulacion general y sea distribuido a sus sitios de accién. No se cree que los derivados
de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP estaran sometidos a esta pérdida de primera pasada.
Adicionalmente, debido a que estos compuestos son polares y solubles en agua, se espera que tendran un
pequefo volumen de distribucion, y de este modo se eliminaran facilmente por el riién. Ademas, la unioén de los
presentes compuestos a proteinas plasmaticas puede limitar sus concentraciones libres en tejidos y en su lugar
de accion, puesto que solamente es el farmaco no unido cuyos equilibrios atraviesa los sitios de receptores de
membrana. Se anticipa que el resto de fosfato de los presentes compuestos puede facilitar la unién de los
compuestos a albuminas plasmaticas, que a su vez influiran en la cantidad de compuesto libre disponible para
activar receptores purinérgicos P2 de las células musculares. Sin embargo, se espera que tal unién a proteina
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plasmatica no limitara generalmente la secreciéon tubular renal de la biotransformacion, puesto que estos
procesos reducen la concentracion de farmaco libre y esto es seguido rapidamente de la asociaciéon de este
complejo de farmaco-proteina. Otro factor que afecta a la biodisponibilidad es la distribucidon de los compuestos a
los tejidos. Dado el tamafio relativamente pequefo de los compuestos y su solubilidad en agua, se anticipa que
los compuestos tendran una segunda fase relativamente rapida de distribucion del farmaco. Esta distribucion se
determina tanto por el flujo sanguineo al tejido particular del 6rgano, tal como el corazén, asi como por la
velocidad a la que los compuestos se difunden en el compartimento intersticial desde la circulacion general a
través del endotelio capilar altamente permeable (excepto en el cerebro). Debido a la hidrofilia relativa de estos
compuestos, se anticipa que no habra grasa u otro reservorio tisular significativo de los compuestos, que daria
cuenta de una tercera fase de distribucién-acumulacion.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1 — Sintesis quimica

Los derivados de fosfonato en esqueletos de carbono variables (Tabla 1) se sintetizaron mediante los métodos
mostrados en los Esquemas 1-6. En algunos casos, el atomo de fésforo se enlazd directamente al atomo de
carbono de 5’ (Esquemas 1, 2), mientras que en otros casos, se afiadid un atomo de carbono en esa posicion
para formar un analogo nucleotidico saturado o insaturado (Esquemas 3-5). Como alternativa, en los compuestos
11 y 12 se incluyé un grupo metilfosfonato, compuestos los cuales fueron de otro modo equivalentes a 4 y 5,
respectivamente (Esquema 6). La posicidn 2 contenia un hidrégeno (en los compuestos 5, 8, 10, 12) o Cl (como
en el compuesto activo 3 conocido y los nuevos analogos 4, 7, 9, 11). El compuesto 3 de referencia se sintetizo
mediante una modificacion del método dado a conocer, que condujo a rendimientos mejorados.

El alcohol 13 conocido se protegié como un O-terc-butildimetilsilil éter usando TBDPS-CI, imidazol y DMAP para
obtener el compuesto 14, seguido de la reduccion del éster etilico usando DIBAL-H en THF anhidro dando como
resultado el compuesto 15 con un rendimiento muy bueno (Esquema 1). A fin de introducir un grupo yodo en la
posicién 5, se implement6 un procedimiento clasico de dos etapas. Este implicé la activacién inicial del 5-alcohol
como un mesilato, seguido de un ataque nucledfilo Sy2 del yoduro en la posicién 5 activada, dando como
resultado el 5-yodocompuesto 17 con un rendimiento de 95%. El yodocompuesto 17 se sometié a condiciones
de reaccion clasica de Michaelis-Arbuzov con exceso de fosfito de trietilo y calentamiento hasta 110°C durante
17 h para proporcionar el diéster de fosfonato 18 con un rendimiento excelente del 94% (Esquema 1). La
desililacion usando TBAF dio como resultado el alcohol 19, que fue un sustrato adecuado para reacciones de
acoplamiento de bases de Mitsunobu.

El alcohol 19 se us6 como un intermedio clave comun para sintetizar fosfonatos 4 y 5 (Esquema 2). Los
procedimientos sintéticos para fosfonatos 4 y 5 implicaron una reacciéon de acoplamiento de una base de
Mitsunobu inicial usando ftrifenilfosfina, azodicarboxilato de diisopropilo, y la base purinica correspondiente,
seguido de la aminacién en la posicion 6 del anillo purinico usando NHsz 2M en isopropanol (Esquema 2).
Finalmente, la desproteccion simultanea tanto del diéster de fosfonato como del acetonido de 21 y 23 se logré
con el tratamiento con yodotrimetilsilano recientemente abierto, para obtener los fosfonatos diana 4 y 5,
respectivamente (Esquema 2). Los esfuerzos por usar reactivos relativamente mas suaves alternativos,
bromotrimetilsilano y la resina de intercambio idnico Dowex-50, dieron como resultado una desproteccion parcial
(resultados no mostrados).

En los Esquemas 3-5 se muestran las rutas sintéticas hasta los derivados de fosfonatos saturados e insaturados
alargados 7-10. El fosfonato saturado 10 se sintetiz6 mediante oxidacion del alcohol 24 conocido hasta el
5’-aldehido 25 con un rendimiento de 80%. Es digno de destacar que no se observo ni siquiera una pequefia
cantidad de descomposicion del aldehido tras el almacenamiento a temperatura ambiente (rt) durante varios
dias. El éster de alquilfosfonato a,B-insaturado 26 se preparé a partir del aldehido 25 en una reaccion de tipo
Wittig usando metilendifosfonato de tetraisopropilo e hidruro sédico en THF anhidro. Se pudo inferir la
configuracion E del alqueno resultante a partir de la gran constante de acoplamiento (°J = 17,1 Hz). La
aminacion, seguida de la hidrolisis del diéster de fosfonato y acetonido, dio como resultado el alquilfosfonato
o,B-insaturado 27 (Esquema 3).

La hidrogenacion catalitica de 27 en presencia de H (3 bares), paladio sobre carbén y MeOH:NaOH ac. 2M (1:1,
v/v) dio como resultado la reduccion esperada de la olefina y la descloracion para dar el diéster de fosfonato
saturado correspondiente 28. El compuesto 28 se convirtié en el alquilfosfonato saturado de cadena larga 10
usando las condiciones de reaccién de desproteccion con yodotrimetilsilano descritas previamente. Para nuestra
sorpresa, los diversos esfuerzos para sintetizar 36 (Esquema 5) a partir de 27 mediante reduccion de olefina,
realizando la reaccion a presion atmosférica y usando menor porcentaje en peso de catalizador, dieron como
resultado una reacciéon incompleta o generaron una mezcla inseparable de productos deshalogenados vy
halogenados (resultados no mostrados).
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Por tanto, a fin de sintetizar los fosfonatos 8 y 9, decidimos instalar el diéster de fosfonato antes de la reaccion de
acoplamiento de la base de Mitsunobu, como se describe en los Esquemas 4 y 5. El 5’-alcohol del compuesto 15
se oxid6 usando la reaccion de peryodinano de Dess-Martin para obtener el aldehido 29. Similar al aldehido 25,
el aldehido 29 también present6 una estabilidad considerable a rt. El diéster de alquilfosfonato o,B-insaturado 30
se obtuvo usando las condiciones de reaccion de tipo Wittig descritas previamente. La desililacion en condiciones
estandar dio como resultado la formacién del alcohol 31, que sirvié como el intermedio clave para la sintesis de
alquilfosfonatos insaturados y saturados de cadena larga 8 y 9, respectivamente.

Una reaccién de acoplamiento de base de Mitsunobu en el compuesto 31 usando trifenilfosfina, 6-cloropurina, y
azodicarboxilato de diisopropilo, seguido de la aminacién e hidrdlisis del diéster de fosfonato y acetonido, dio
como resultado la formacion de alquilfosfonato o,B-insaturado de cadena larga 8. La hidrogenacion catalitica
secuencial del diéster de vinilfosfonato resultante 31 en presencia de paladio sobre carbén, una reaccion de
acoplamiento de base de Mitsunobu, y la aminacién, proporcionaron el diéster de fosfonato saturado de cadena
larga 36. La desproteccion simultanea del diéster de fosfonato y el aceténido usando yodotrimetilsilano dio como
resultado el fosfonato deseado 9 junto con la formacion de producto deshalogenado correspondiente para
producir el fosfonato 10.

En el Esquema 6 se muestra el enfoque sintético a los metilfosfonatos 11 y 12. Implico la 5’-bromacion inicial
usando CBr;, y tratamiento con trifenilfosfina y trietilamina para dar como resultado el 5-bromoazicar 37 con un
rendimiento de 81%. Una reaccion de Michaelis-Arbuzov subsiguiente usando fosfito de metilo y dietilo, seguido
de la desililacion con TBAF, dio el monoéster de 5-metilfosfonato 38 con 1-alcohol 39 como una mezcla
inseparable de diasteredmeros. Una reaccion posterior de acoplamiento de base de Mitsunobu con 1,6-
dicloropurina, seguido de la aminacion y desproteccion final, dio el metilfosfonato deseado 11 junto con el
metilfosfonato deshalogenado correspondiente 12.

Ejemplo 3- Evaluacion biologica

Se infundieron subcutaneamente de forma individual diversos derivados de fosfonato via una minibomba Alzet en
ratones CSQ. Después de 28 dias de infusion, se evalué la funcién cardiaca in vivo usando acortamiento
fraccionario (FS) derivado de ecocardiografia, que es la relacion del cambio en el diametro del ventriculo
izquierdo entre los estados contraido y relajado. De este modo, un menor porcentaje representa una disminucion
en la funcion. Dos de los fosfonatos, 4 y 9, fueron capaces de causar un FS mejorado en comparacién con el
vehiculo (figura 1, Tabla 1) y en comparacién con el nucleétido de referencia 3. Otros analogos ensayados en
este modelo (los analogos 2-H 5, 8, y 10, y los analogos 2-Cl 7 y 11) tuvieron menores valores de FS. Los
compuestos 7, 8, y 10 no fueron protectores a esta dosis, es decir, el FS en los ratones CSQ tratados con el
control de vehiculo fue similar al de los ratones tratados crénicamente con estos nucleétidos. De este modo, en
la serie de fosfonatos saturados, la orientacion del fésforo con respecto al anillo de metanocarba fue en cierto
modo estructuralmente permisiva, aunque la inclusion de una olefina en el espaciador evitdé la accion
cardioprotectora. En 11, un grupo OH del fosfonato se ha sustituido por CHs. Esto reduce la carga global en la
molécula, y esta destinado a hacerla mas biodisponible. Evidentemente, el sitio de unién del receptor requiere
ambos oxigenos para la mejora mas favorable en FS. Por lo tanto, como se resume en la figura 1, la mejora mas
significativa en FS estaba asociada con los homologos saturados que contienen una sustitucion 2-Cl y un grupo
fosfonato no modificado, 4 y 9.

En la figura 2 se muestra una imagen ecocardiografica de corazones CSQ a los que se les infunde compuesto 4
frente a disolucion salina normal (NS). Fue evidente un mayor acortamiento tanto del tabique como de la pared
libre ventricular izquierda (LV) en el corazén de ratones tratados con 4 en comparacion con el de los ratones a
los que se les infunde vehiculo (NS).

También se investigo la capacidad de los analogos nucleotidicos para activar el receptor P2Y1 humano (Tabla 1).
Este receptor es vasodilatador, y seria de esperar que la accion agonista de este subtipo fuese relevante para los
efectos cardiacos observados. Se dio a conocer previamente que el compuesto 3 activa fosfolipasa C (PLC)
mediado por el receptor P2Y; humano. Los derivados de fosfonatos se ensayaron en un ensayo FLIPR de flujo
de calcio inducido en células de astrocitoma 1321N1 que expresan de forma estable el receptor P2Y1 humano. El
agonista conocido del receptor P2Y; 2-MeSADP indujo un flujo de Ca®* con una ECs de 10,3 + 0,4 nM (n = 3) en
las células transfectadas (figura 3), pero en las células de astrocitoma 1321N1 de control no hubo ningiin cambio
en Ca®* intracelular en respuesta a 2-MeSADP 10 uM. En el mismo ensayo, los analogos de fosfonatos 4-11 no
produjeron ningun efecto a las concentraciones hasta 10 uM. Sin embargo, el compuesto 3 fue activo en este
ensayo como un agonista, con una ECsg de 722 + 55 nM (n = 3). El efecto maximo de 3 fue alrededor de 80% del
agonista total 2-MeSADP.

En conclusion, se ha expandido el intervalo de analogos nucleotidicos carbociclicos que representan candidatos
potenciales para el tratamiento de insuficiencia cardiaca. Se ha introducido un enlace quimica y biolégicamente
mas estable que el grupo fosfato en el compuesto 3 en forma de grupos fosfonato, que en varios casos preserva
la funcién contractil cardiaca en un modelo genético de insuficiencia cardiaca. Se desarrollaron rutas faciles para
la sintesis de analogos de fosfonatos del compuesto 3 en la serie de (N)-metanocarba conformacionalmente
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restringida, usando reacciones de Michaelis-Arbuzov y Wittig. Una ventaja adicional del enlace de fosfonato es
que se ha eliminado la actividad indeseada como agonista del receptor P2Yy. Ahora se pueden explorar los
efectos beneficiosos de estos agonistas resistentes a nucleotidasas en modelos adicionales de insuficiencia
cardiaca y cardiomiopatia.

Ejemplo 3 — Sintesis quimica adicional

Los nuevos derivados cargados de 5'-fosfonato (7a, Tabla 2a) y 5-éster (9a-17a, Tabla 2) en la serie de
(N)-metanocarba se sintetizaron mediante los métodos mostrados en los Esquemas 3a-4a. El compuesto 7a se
prepar6 como el equivalente 2-yodo de 4 (Esquema 3a). Los derivados enmascarados con éster
correspondientes (9a-17a), incluyendo los derivados de profarmaco de los compuestos de referencia 3, 4,y 7, se
prepararon a partir de intermedios o como se muestra en los Esquemas 3a-4a. La mayoria de los ésteres
consistio en ésteres dietilicos, pero se incluyd un éster diisopropilico 11a. En algunos casos, el atomo de fosforo
de un fosfonato se enlaz6 directamente al atomo de carbono en 5’, por ejemplo en el 2-yododerivado 16a,
mientras que en otros casos, se afadid un atomo de carbono en esa posicion para formar un analogo de
fosfonato saturado extendido, por ejemplo en el derivado de éster dietilico 10a. El compuesto 17a se prepard
como el equivalente 2-etinilico de 9a.

Los procedimientos sintéticos para diversos fosfonatos de adenina (7a, 32a) y ésteres dietilicos de fosfonato (9a,
16a, 17a) sustituidos en la posicion 2 comenzaron con la instalaciéon de la nucleobase en un azucar previamente
descrito 27a mediante una reaccion de acoplamiento de base de Mitsunobu usando PPhs, azodicarboxilato de
diisopropilo, y 6-cloro-2-yodopurina para generar el nucleétido de 6-cloro-2-yodopurina 28a. A continuacion, la
aminacion en la posicion C6 del compuesto 28a usando NH3 2M en isopropanol (Esquema 3a) produjo el
nucleétido 29a. Finalmente, la desproteccion simultanea tanto del diéster de fosfonato como del aceténido de
29a se logro con el tratamiento con yodotrimetilsilano recientemente abierto en CH2Cl» para obtener el fosfonato
diana 7a con un rendimiento de 49%. Como alternativa, el tratamiento de los 2-cloro (30a) y 2-yodo (29a)
nucledtidos con la resina de intercambio i6nico Dowex-50 dio como resultado una desproteccion quimioselectiva
del aceténido, y dio como resultado la formacion de los ésteres dietilicos de 2-cloro y 2-yodo fosfonatos 9a y 16a,
respectivamente. Los derivados de éster dietilico de fosfonato 17a y de fosfonato 32a sustituidos en 2-etinilo se
generaron usando la instalacion inicial del grupo acetileno siguiendo el protocolo clasico de acoplamiento de
Sonogashira usando trimetilsililacetileno, Pd(Phs)s, Cul, TEA en DMF anhidra. Subsiguientemente, la proteccion
de TMS en el acetileno se eliminé usando TBAF en THF anhidro para producir el diéster de fosfonato sustituido
en 2-etinilo 31a. Similar a los otros derivados, los fosfonatos (32a) y ésteres dietilicos de fosfonatos (17a) de
adenina sustituidos en 2-etinilo se sintetizaron usando los protocolos de desproteccion quimioselectiva a base de
Dowex y de desproteccién completa a base de yodotrimetilsililano, respectivamente.

Los ésteres de fosfonatos de cadena larga saturados 16a y 11a se sintetizaron mediante oxidacion del alcohol
conocido 33a hasta el 5-aldehido 34a con un rendimiento de 80%. Es digno de mencién que no se observo ni
siquiera una pequefia cantidad de descomposicién del aldehido tras el almacenamiento a temperatura ambiente
(rt) durante varios dias. El éster de alquilfosfonato o,p-insaturado 35a se pudo preparar a partir del aldehido 34a
en una reaccion de tipo Wittig usando metilendifosfonato de tetraetilo e hidruro de sodio en THF anhidro. La
aminacioén en la posicién 6 de la base purinica nos daria el compuesto 36a, que se pudo someter a reduccion
quimioselectiva del alqueno usando la diimida generada in situ a partir de O-nitrobencenosulfonilhidrazida, EtsN
en CHyCl, para obtener el éster dietilico de fosfonato saturado de cadena larga 37a. La desproteccion del
acetonido de los compuestos 37a y 38a usando la resina Dowex-50 dio como resultado la formacién de los
ésteres de dietil y diisopropil fosfonato, los compuestos diana 10a y 11a, respectivamente.

Ejemplo 4 — Evaluacion biolégica adicional

Se infundieron subcutaneamente de forma individual diversos derivados de fosfonatos via una minibomba Alzet
en ratones CSQ. Después de 14 dias de infusién, se evalud la funcién cardiaca in vivo usando acortamiento
fraccionario (FS) derivado de ecocardiografia, que es la relacion del cambio en el diametro del ventriculo
izquierdo entre los estados contraido y relajado (Tabla 2). De este modo, un menor porcentaje representa una
disminucion en la funcion.

Se exploraron las relaciones de estructura-actividad (SARs) de los analogos nucleotidicos cargados. Una
infusiéon durante dos semanas del derivado 2-yodofosfonato 7a (n = 5 ratones) no mejoré FS o no evit6 el
adelgazamiento de la pared LV en ratones con insuficiencia cardiaca (datos no representados). De este modo, la
sustitucién 2-Cl del resto de adenina como en el fosfonato 4 fue esencial para la actividad; la sustitucion con
yodo en 7a abolié la proteccion. Se compararon varios analogos de fosfato y fosfonato nuevos, tales como los
tioderivados. Una infusién durante 2 semanas del tiofosfato 4a (n = 5), que contiene un 5-tioéster, pudo proteger
a los ratones CSQ con una mejor conservacion del grosor de la pared septal (0,492 + 0,012 mm) y posterior
(0,493 + 0,016 mm) del LV en comparacion con la obtenida en ratones CSQ a los que se les infundié NS (tanto
septal como posterior: 0,450 + 0,007 mm) (P<0,05, datos no mostrados). De este modo, se tolerd la sustitucion
del oxigeno por azufre.
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Se explord las relaciones de estructura-actividad (SARs) de los analogos nucleotidicos enmascarados (no
cargados) usando el mismo modelo experimental. Se mostré que solamente algunos de los derivados de éster
de los agentes cardioprotectores previamente caracterizados 3, 4, y 9 actuan in vivo. Estos hallazgos implicaron
que fue necesaria una etapa de escision in vivo para liberar el farmaco activo nucleotidico cargado. Entre los
derivados de profarmaco, el éster diisopropilico 11a de fosfonato (1'S,2'R,3’S,4'R,5’'S)-4’-(6-amino-2-cloropurin-9-
il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonoetilen)-biciclo[3.1.0]hexano 9 fue muy eficaz. Este diéster de fosfonato dio como
resultado un FS mejorado en comparacion con el vehiculo (figura 4, Tabla 2). En ratones a los que se les
infundio el compuesto 11a, el grosor de la pared posterior LV y el grosor septal durante la sistole, y el grosor de
la pared posterior LV durante la diastole, fueron mayores que aquellos en ratones CSQ a los que se les infundio
NS (figura 5). Otros analogos ensayados en este modelo, por ejemplo 7a y 9a, tuvieron menores valores de FS y
no fueron protectores a esta dosis, es decir, el FS en ratones CSQ infundidos con los compuestos 7a y 9a fue
similar a aquel de los ratones del control infundidos con disolucién salina normal. Ademas, la infusién durante
dos semanas de 7 (n = 5 ratones) o 9a (n = 4) no mejoré FS o previno el adelgazamiento de la pared LV en
ratones CSQ con insuficiencia cardiaca (datos no mostrados). De este modo, el derivado 1’-(fosfonoetilénico)
homalogo inferior 9a fue menos activo que 11a, sugiriendo que el desbloqueo de los ésteres in vivo dependio del
acceso estérico no impedido al grupo fosfonilo.

Procedimientos experimentales para el Ejemplo 1

Métodos generales:

El compuesto 13 se sintetiz6 como se dio a conocer, o se obtuvo como una sintesis a medida de Natland
International Corporation (Research Triangle Park, NC). Todos los otros reactivos y disolventes (normales y
anhidros) fueron de grado analitico, y se obtuvieron de proveedores comerciales y se usaron sin purificacion
adicional. Las reacciones se llevaron a cabo en una atmosfera de argon siempre que se usaron disolventes
anhidros. Todas las reacciones se monitorizaron mediante cromatografia de capa fina (TLC) usando placas
revestidas con gel de silice con un indicador de fluorescencia que se visualizaron: a) bajo luz UV, b)
sumergiéndolas en H>SO4 conc. al 5% en etanol absoluto (v/v) seguido del calentamiento, o c) sumergiéndolas
en una disolucion de anisaldehido:H2SO4 (1:2, v/v) en MeOH seguido de calentamiento. La cromatografia en
columna de gel de silice se llevé a cabo con gel de silice (SiO2, malla 200-400, 60A) usando presion de aire
moderada. La evaporacion de los disolventes se llevd a cabo a presién reducida a una temperatura por debajo
de 50°C. Tras la cromatografia en columna, las fracciones apropiadas se reunieron, se evaporaron y se secaron
a alto vacio durante al menos 12 h para dar los productos obtenidos con pureza elevada. La pureza de las
muestras se averigué mediante RMN 'H y RMN *'P. No se realizaron correcciones en los rendimientos para el
disolvente de cristalizacion. Los espectros de RMN 'H y RMN ¥p se registraron a 300 MHz y 121,5 MHz,
respectivamente. Los desplazamientos quimicos se dan en partes por millébn (ppm) con respecto a
tetrametilsilano o disolvente deuterado como el patrén interno (dH: CDCl3 7,26 ppm). Para los compuestos 38-41,
la integral de la sefial de H3' del isdbmero menos dominante se ajustdé a 1,0. Los nombres sistematicos de los
compuestos para nucleodsidos biciclicos se dan segun la nomenclatura de von Baeyer. Las medidas
espectroscopicas de masas de alta resolucion (HRMS) se realizaron en un Q-TOF-2 (Micromass-Waters)
optimizado para protedmica usando calibracién externa con polianilina. Las exactitudes masicas observadas son
las esperadas en base al comportamiento conocido del instrumento asi como a las tendencias en las masas de
compuestos patrén observadas a intervalos durante la serie de medidas. Las masas dadas a conocer son masas
observadas sin corregir para esta tendencia dependiente del tiempo en la exactitud de las masas.

La purificacion de los derivados nucleotidicos para el ensayo bioldgico se llevo a cabo mediante HPLC con una
columna semipreparativa Luna 5 um RP-C18(2) (250 X 10,0 mm; Phenomenex, Torrance, CA) en las siguientes
condiciones: caudal de 2 ml/min.; acetato de trietilamonio 10 mM (TEAA)-CH3CN desde 100:0 (v/v) a 70:30 (v/v)
en 30 min., y se aisl6 en forma de sal de trietilamonio. La pureza analitica de los compuestos se comprobo
usando un HPLC Hewlett-Packard 1100 equipado con una columna analitica Zorbax SB-Ag 5 um (50 x 4,6 mm;
Agilent Technologies Inc, Palo Alto, CA). Fase modvil: sistema de disolvente de gradiente lineal: TBAP
(dihidrogenofosfato de tetrabutilamonio) 5 mM-CH3CN desde 80:20 hasta 40:60 en 13 min.; el caudal fue 0,5
ml/min. Los picos se detectaron mediante absorcion de UV con un detector de matriz de diodos a 254, 275, y 280
nm. Todos los derivados ensayados para determinar la actividad biolégica mostraron una pureza >99% mediante
analisis de HPLC (deteccion a 254 nm).

(1S,2R,3S,4S,5S)-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexanocarboxilato de etilo (14): El
alcohol 13 conocido (0,83 g, 3,40 mmoles) se coevaporo con tolueno anhidro (2 x 10 ml) y se disolvié en CH,Cl»
anhidro (25 ml). Se afadieron imidazol (0,69 g, 10,20 mmoles), DMAP (0,04 g, 0,34 mmoles) y terc-
butilclorodifenilsilano (1,74 ml, 6,81 mmoles). Tras agitar a rt durante 16 h, la mezcla de reaccién se diluy6 con
CHClI; (50 ml) y se lavé con NaHCO3; ac. sat. (1 x 30 ml). La fase acuosa se volvié a extraer con CH,Cl; (2 x 50
ml). La fase organica combinada se evapord hasta sequedad, y el residuo bruto resultante se purificé mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-8% en éter de petroleo, v/v) para producir el compuesto
14 (1,52 mg, 93%) como un aceite incoloro. R; = 0,3 (EtOAc al 10% en CHCly, v/v); ESI-HRMS m/z 519,1981 ([M
+ K]", CasHas05Si-K": Calc. 519,1969); RMN 'H (CDCls) & 7,69-7,80 (m, 4H, Ph), 7,32-7,45 (m, 6H, Ph), 5,11 (d,
1H, J = 6,6 Hz), 4,42 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 3,99-4,18 (m, 3H), 2,17-2,25 (m, 1H), 1,91 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 1,57 (s,
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3H), 1,45-1,53 (m, 1H), 1,18-1,24 (m, 6H), 1,07 (s, 9H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-Hidroximetil-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0lhexano  (15):  El
compuesto 14 (0,98 g, 2,04 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (2 x 20 ml), se disolvié en THF anhidro
(30 ml) y se enfrié hasta -70°C. Se afadié DIBAL-H (1,5 M en tolueno 10,8 ml, 16,32 mmoles) lentamente a esta
disolucion durante 20 min. Tras agitar a -70°C durante 3 h, la reaccion se paralizé con la adiciéon muy cuidadosa
de MeOH enfriado con hielo (20 ml), seguido de calentamiento de la mezcla de reaccion hasta rt. Se afiadio
H2S04 1 M frio (20 ml) a la mezcla y se agitd durante 1 h, seguido de la adicién de CH»Cl, (100 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl; (3 x 35 ml). La fase organica combinada se evapor6 hasta
sequedad, y el residuo resultante se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-
45% en éter de petroleo, v/v) para producir el compuesto 15 (0,74 g, 82%) como un aceite incoloro. R = 0,4
(EtOAc al 50% en éter de petréleo, v/v); ESI-HRMS m/z 461,2112 ([M + Na]®, Co6H3404Si-Na’: Calc. 461,2124);
RMN "H (CDCl3) § 7,71-7,78 (m, 4H, Ph), 7,31-7,44 (m, 6H, Ph), 4,73 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,44 (t, 1H, J = 6,5 Hz),
4,09 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 3,59-3,67 (m, 1H), 3,41-3,49 (m, 1H), 1,57-1,59 (m, 4H), 1,33 (t,1H, J = 5,5 Hz), 1,20 (s,
3H), 1,07 (s, 9H), 0,56-0,68 (m, 1H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-2,3-O-(Isopropiliden)-1-metanosulfoniloximetil-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexano
(16): El compuesto 15 (0,59 g, 1,36 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (2 x 20 ml), se disolvié en CH.Cl,
anhidro (30 ml) y se enfri6 hasta 0°C. Se afadieron trietilamina (0,95 ml, 6,79 mmoles) y cloruro de
metanosulfonilo (0,22 ml, 2,72 moles) a 0°C durante 10 min. Tras calentar la mezcla de reaccién hasta rt, se
agitoé durante 17 h. Después, se afiadio H,O enfriada con hielo (25 ml), y la mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 45
ml). La fase organica combinada se lavé con NaHCO3 ac. sat. (2 x 35 ml) y se evapor6 hasta sequedad. El
residuo resultante se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-50% en éter de
petréleo, v/v) para producir el compuesto 16 (0,68 g, 96%) como un aceite incoloro. R; = 0,5 (EtOAc al 50% en
éter de petréleo, v/v); ESI-HRMS m/z 555,1623 ([M + K]", C2rH3606SSi-K': Calc. 555,1639); RMN H (CDCls) &
7,69-7,77 (m, 4H, Ph), 7,31-7,45 (m, 6H, Ph), 4,69 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,47 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,37-4,43 (dd, 1H,
J=10,9 Hz), 4,07 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 3,90-3,95 (dd, 1H,J = 10,9 Hz), 2,99 (s, 3H), 1,67-1,72 (m, 2H), 1,55 (s, 3H),
1,20 (s, 3H), 1,08 (s, 9H), 0,72-0,79 (m, 1H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-Yodometil-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexano 17): El
compuesto 16 (0,68 g, 1,32 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (2 x 20 ml), y el residuo se disolvio en
1,4-dioxano anhidro (25 ml). Se afiadio Nal (0,59 g, 3,94 moles) a la mezcla, y se calentd hasta 65°C. Tras agitar
durante 17 h, la mezcla de reaccion se enfrié hasta rt y se diluy6 con H>O (25 ml) y CH2Cl» (75 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl; (3 x 35 ml). La fase organica combinada se evapor6 hasta
sequedad, y el residuo resultante se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-
20% en éter de petréleo, v/v) para producir el compuesto 17 (0,69 g, 95%) como un aceite incoloro. R: = 0,5
(EtOAc al 20% en éter de petréleo, v/v); ESI-HRMS m/z 549,1322 (M + H]*, Ca6H33103Si-H": Calc. 549,1322);
RMN "H (CDCl3) § 7,68-7,77 (m, 4H, Ph), 7,32-7,46 (m, 6H, Ph), 4,69 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,43 (t, 1H, J = 6,5 Hz),
4,09 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 3,55-3,60 (dd, 1H, J = 10,5 Hz), 3,97-4,02 (dd, 1H, J = 10,5 Hz), 2,02 (t, 1H, J= 4,9 Hz),
1,54-1,57 (s, 4H), 1,20 (s, 3H), 1,07 (s, 9H), 0,83-0,90 (m, 1H).

Fosfonato de dietil-(1S,2R,3S,4S,5S)-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexano (18): El
compuesto 17 (0,68 g, 1,23 mmoles) se disolvié en fosfito de trietilo (17 ml), y la mezcla se calenté hasta 110°C.
Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccién se enfrié hasta rt y se evapord hasta sequedad. El residuo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-90% en éter de
petréleo, v/v) para producir el compuesto 18 (0,65 g, 94%) como un aceite incoloro. R; = 0,3 (EtOAc); ESI-HRMS
mlz 559,2665 ([M + HJ", CaHa306PSi-H": Calc. 559,2645); RMN 'H (CDCl3) & 7,71-7,77 (m, 4H, Ph), 7,30-7,43
(m, 6H, Ph), 4,80 (d, 1H, J =6,5 Hz), 4,47 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,10 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 3,91-4,05 (m, 4H), 2,22 {(t,
1H, J = 16,5 Hz), 1,63-1,71 (m,1H), 1,57-1,61 (m, 2H), 1,55 (s, 3H), 1,22 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,20 (t, 3H, J = 7,2
Hz), 1,19 (s, 3H), 1,07 (s, 9H), 0,53-0,60 (m, 1H). RMN *'P (CDCl3) & 29,93.

Fosfonato de dietil-(1S,2R,3S,4S,5S)-4-hidroxi-2,3-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano (19): El compuesto 18
(0,65 g, 1,16 mmoles) se disolvié en una mezcla de THF (20 ml) y fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THF, 2,91
ml, 2,91 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccién se evapor6é hasta sequedad. El residuo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-7% en EtOAc, v/v) para
producir el compuesto 19 (0,33 g, 88%) como un aceite incoloro. R = 0,3 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-
HRMS m/z 321,1466 [M + H]", C14H2506P-H": Calc. 321,1467); RMN 'H (CDCl3) § 5,02 (d, 1H, J = 6,1 Hz), 4,50~
4,58 (m, 2H), 4,02-4,17 (m, 4H), 2,32-2,37 (m, 1H), 2,26 (t, 1H, J = 16,5 Hz), 1,88-1,96 (m,1H3, 1,61-1,74 (m, 1H),
1,54 (s, 3H), 1,32 (t, 6H, J = 7,2 Hz), 1,28 (s, 3H),1,21-1,27 (m, 1H), 0,60-0,67 (m, 1H). RMN *'P (CDCl3) & 29,01.

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3’S,4'R,5’S)-4’-(2,6-dicloropurin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano (20):
Se afiadio azodicarboxilato de diisopropilo (97 l, 0,49 mmoles) a rt a una mezcla de trifenilfosfina (128 mg, 0,49
mmoles) y 2,6-dicloropurina (92 mg, 0,49 mmoles) en THF anhidro (3 ml). Tras agitar durante 30 min., se afiadié
una disolucion del compuesto 19 (78 mg, 0,25 mmoles) en THF (3 ml) a la mezcla. Tras agitar durante 51 h, la
mezcla de reaccion se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en
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columna sobre gel de silice (MeOH al 0-4% en EtOAc, v/v) para producir el nucledsido 20 (90 mg, 75%) como un
material solido blanco. R; = 0,5 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS m/z 491,1013 [M + HI',
C19H25CI2N4OsP-H": Calc. 491,1018); RMN "H (CDCl3) & 8,82 (s, 1H), 5,39 (d, 1H, J= 6,5 Hz), 5,10 (s, 1H), 4,61
(d, 1H, J=6,5 Hz), 4,02-4,21 (m, 4H), 2,46 (t, 1H, J = 16,5 Hz), 1,91-2,06 (m,1H), 1,74-1,82 (m, 1H), 1,54 (s, 3H),
1,32 (t, 3H, J=7,2 Hz), 1,26 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,24 (s, 3H),1,08-1,21 (m, 1H), 0,97-1,06 (m, 1H).

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano
(21): El nucledsido 20 (90 mg, 0,19 mmoles) se traté con NH3 2 M en i-PrOH (5 ml), y la mezcla se calentd hasta
70°C y se agitd durante 17 h. La mezcla de reaccion se evapor6 hasta sequedad, y el residuo resultante se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-5% en CHCl,, v/v) para producir el
nucledsido 21 (70 mg, 80%) como un material sélido blanco. Rs = 0,5 (MeOH al 5% en CHxCla, v/v); ESI-HRMS
mlz 472,1519 [M + H]", C19H27CINsOsP-H": Calc. 472,1517); RMN "H (CDCls) & 8,31 (s, 1H), 5,98 (s, 2H), 5,36 (d,
1H, J=7,1 Hz), 4,97 (s, 1H), 4,61 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,03-4,19 (m, 4H), 2,39 (t, 1H, J = 16,5 Hz), 2,03-2,17 (m,
1H), 1,70-1,77 (m, 1H), 1,52 (s, 3H), 1,32 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,25 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,23 (s, 3H), 1,18-1,21 (m,
1H), 0,96-1,04 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonometilen)-biciclo[3.1.0]Jhexano (4): El
nucledsido 21 (30 mg, 0,064 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 3 ml) y se disolvid en CH.Cl,
anhidro (3 ml). A esta disolucién se afadioé yodotrimetilsilano (91 pl, 0,64 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la
mezcla de reaccion se enfrié hasta 0°C seguido de la adicién de H,O enfriada con hielo (25 ml) y CH,Cl» (25 ml).
Las fases se separaron, y la fase acuosa se lavé con CH.Cl, (1 x 35 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase
acuosa resultante se evaporoé hasta sequedad y se purifico mediante HPLC (tiempo de retencion: 19,1 min.) para
producir 4 (8,5 mg, 23%) como un material sélido blanco. ESI-HRMS m/z 374,0397 [M - H], C12H14CINsOsP":
Calc. 374,0421); RMN "H (D20) & 8,21 (s, 1H), 4,71 (s, 1H), 4,57 (d, 1H, J = 6,6 Hz), 4,01 (d, 1H, J = 6,6 Hz),
3,19 (q, 24H, J = 7,2 Hz), 2,23 (t, 1H, 15,5 Hz), 1,63-1,77 (m, 2H), 1,42-1,49 (m, 1H), 1,26 (t, 36H), 0,96-1,04 (m,
1H). RMN *'P (D,0) 6 23,68. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 4,51 min.).

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-cloropurin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano (22): Se
afadié azodicarboxilato de diisopropilo (100 pl, 0,50 mmoles) a rt a una mezcla de trifenilfosfina (133 mg, 0,50
mmoles) y 6-cloropurina (96 mg, 0,50 mmoles) en THF anhidro (3 ml). Tras agitar la mezcla durante 30 min., se
afadié una disolucion del compuesto 19 (81 mg, 0,26 mmoles) en THF (3 ml). Tras agitar durante 17 h, la mezcla
de reaccion se evapor6 hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (MeOH al 0-4% en EtOAc, v/v) para producir el nucledsido 22 (100 mg, 87%) como un
material solido blanco. R; = 0,5 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS m/z 457,1417 [M + HI',
C19H26CIN,OsP-H": Calc. 457,1408); RMN 'H (CDCl3) & 8,84 (s, 1H), 8,78 (s, 1H), 5,39 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 5,15
(s, 1H), 4,62 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,07-4,21 (m, 4H), 2,44 (t, 1H, J = 16,5 Hz), 1,94-2,18 (m,1H), 1,83-1,90 (m, 1H),
1,58 (s, 3H), 1,33 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,24-1,30 (m, 4H), 0,97-1,06 (m, 1H).

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-aminopurin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano (23): El
nucledsido 22 (100 mg, 0,22 mmoles) se traté con NH3 2 M en -PrOH (5 ml) y se calent6 hasta 70°C. Tras agitar
durante 19 h, la mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-6% en CH2Cly, v/v) para producir el nucledsido 23 (75
mg, 79%) como un material sélido blanco. R = 0,4 (MeOH al 5% en CHCly, v/v); ESI-HRMS m/z 438,1912 [M +
H]*, C1oH2sNsOsP-H": Calc. 438,1906); RMN 'H (CDCl3) & 8,38 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 5,54 (s, 2H), 5,36 (d, 1H, J =
7,2 Hz), 5,03 (s, 1H), 4,63 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,06-4,20 (m, 4H), 2,38 (t, 1H, J = 16,5 Hz), 1,97-2,11 (m, 1H),
1,78-1,85 (m,1H), 1,68 (s, 3H), 1,32 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,27 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,23 (s, 3H),1,18-1,21 (m, 1H),
0,95-1,02 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonometilen)-biciclo[3.1.0]hexano (5): El
nucledsido 23 (25 mg, 0,057 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 3 ml) y se disolvio en CH.Cl,
anhidro (3 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (83 pl, 0,57 mmoles). Tras agitar durante 15 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (25 ml) y CH2Cl, (25 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavo con CHzCl; (1 x 35 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evapor6 hasta sequedad y se purificé mediante HPLC (tiempo de retencion: 17,5 min.) para producir 5 (6,8
mg, 27%) como un material sélido blanco. ESI-HRMS m/z 340,0817 [M - H], C12H1sNsOsP™: Calc. 340,0811);
RMN "H (D20) 88,36 (s, 1H), 8,20 (s, 1H) 4,75 (s, 1H), 4,63 (d, 1H, J = 6,1 Hz), 4,09 (d, 1H,J = 6,1 Hz), 3,19 (q,
6H, J = 7,2 Hz), 1,95-2,18 (m,2H), 1,75-1,84 (m, 1H), 1,40-1,46 (m, 1H),1,26 (t, 9H, J = 7,2 Hz), 0,92-1,02 (m,
1H). RMN *'P (D,0) & 25,36. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 2,9 min.)

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’~(2,6-Dicloropurin-9-il)-1’-formil-2,3-O-(isopropilidin)-biciclo[3.1.0]hexano (25): El
nucledsido 24 conocido (150 mg, 0,41 mmoles) se coevaporé con tolueno anhidro (2 x 8 ml) y se disolvid en
CH.ClI; anhidro (8 ml). Se afadio peryodinano de Dess-Martin (257 mg, 0,61 mmoles). Tras agitar durante 1 h, la
mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml) y se lavé con una mezcla acuosa de Na;S,;03 y NaHCO3 (3 x 35
ml). La fase acuosa se extrajo entonces con EtOAc (2 x 35 ml). La fase organica combinada se evapor6 hasta
sequedad, y el residuo resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 654 363 T3

100% en éter de petréleo, v/v) para producir el compuesto 25 (120 mg, 80%) como un material s6lido blanco. Ry
= 0,6 (EtOAc); ESI-HRMS m/z 369,0527 ([M + HJ", C1sH14CI2N4O3-H': Calc. 369,0521);RMN "H (CDCl3) & 9,62 (s,
1H), 8,05 (s, 1H), 5,94 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,97 (s, 1H), 4,83 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 2,22-2,29 (m, 1H), 1,73 (t, 1H, J
=6,1 Hz), 1,57 (s, 3H), 1,30 (s, 3H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’~(2,6-Dicloropurin-9-il)-1'-[(E)-etenilfosfonato de diisopropilo]-2’,3’-O-(isopropilidin)-
biciclo[3.1.0]hexano (26): Se afiadié metilendifosfonato de tetraisopropilo (165 pl, 0,51 mmoles) a una suspension
de NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 25 mg, 1,02 mmoles) en THF anhidro (2 ml) a 0°C. Después de
que la evolucion de H; ceso, se afiadid gota a gota cuidadosamente a 0°C una disolucion de aldehido 25 (125
mg, 0,34 mmoles) en THF anhidro (3 ml). Tras agitar a 0°C durante 1 h, la mezcla se calentd hasta rt. Tras agitar
a rt durante 1 h, la mezcla de reaccioén se enfrié hasta 0°C, y se afiadié H.O enfriada con hielo (20 ml). Las fases
se separaron, y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 35 ml). La fase organica combinada se evaporo hasta
sequedad, y el residuo resultante se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al
0-4% en EtOAc, v/v) para producir el nucledsido 26 (150 mg, 83%) como un material sélido blanco. Rs = 0,3
(EtOAc); ESI-HRMS m/z 531,1313 (IM + HJ*, C22H29CloN4OsP-H*: Calc. 531,1331); RMN 'H (CDCls) & 8,04 (s,
1H), 6,50-6,65 (m, 1H), 5,97 (t, 1H, J = 17,1 Hz), 5,53 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,98 (s, 1H), 4,77 (d, 1H, J = 7,2 Hz),
4,60-4,74 (m, 2H), 1,82-1,90 (m, 1H), 1,59 (s, 3H), 1,22-1,38 (m, 16H), 0,83-0,90 (m, 1H). RMN *'P (CDCl5) &
16,64.

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-1’-[(E)-etenilfosfonato  de  diisopropilo]-2,3-O-(isopropilidin)-
biciclo-[3.1.0]-hexano (27): El nucledsido 26 (100 mg, 0,19 mmoles) se traté con NHz 2 M en -PrOH (5 ml) y se
calentd hasta 70°C. Tras agitar durante 16 h, la mezcla de reaccién se evaporé hasta sequedad. El residuo
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-8% en CH.Cl., v/v) para
producir el nucledsido 27 (85 mg, 88%) como un material sélido blanco. Rs = 0,3 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v);
ESI-HRMS miz 512,1821 ([M + H]", CHa1CINsOsP-H': Calc. 512,1830); RMN 'H (CDCls) & 7,69 (s, 1H),
6,52-6,68 (m, 1H), 5,94 (t, 1H,J = 17,5 Hz), 5,75 (s, 2H), 5,51 (d, 1H, J=7,2 Hz), 4,91 (s, 1H), 4,76 (d, 1H,J =7,2
Hz), 4,59-4,73 (m, 2H), 1,80-1,89 (m, 1H), 1,61 (s, 3H), 1,21-1,37 (m, 15H), 1,08-1,17 (m, 1H), 0,77-0,95 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-[(E)-fosfonoetenil]-biciclo[3.1.0]-hexano  (7):
El nucledsido 27 (12 mg, 0,023 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 2 ml) y se disolvié en CH.Cl,
anhidro (2 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (35 pl, 0,24 mmoles). Tras agitar durante 18 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (15 ml) y CH2Cl, (15 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavo con CH2Cl; (1 x 25 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evaporo6 hasta sequedad y se purific6 mediante HPLC (tiempo de retencion: 22,8 min.) para producir 7 (2,5
mg, 28%) como un material sélido blanco. ESI-HRMS m/z 386,0403 [M - H], C13H14NsCIOsP": Calc. 386,0421);
RMN "H (D20) & 7,99 (s, 1H), 6,21-6,36 (m, 1H), 6,06 (t, 1H, J= 17,5 Hz), 4,84-4,89 (m,1H), 4,06 (d, 1H, J = 6,6
Hz), 3,22 (q, 3H, J = 7,2 Hz), 1,99-2,06 (m,1H), 1,78-1,87 (m, 1H), 1,29 (t, 6H, J = 7,2 Hz), 1,21-1,26 (m, 1H).
RMN *'P (D,0) & 14,68. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 4,3 min.)

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-1’-(diisopropil-fosfonoetenil)-2’,3’-O-(isopropilidin)-
biciclo[3.1.0]hexano (28): El nucledsido 27 (20 mg, 0,04 mmoles) se disolvié en una mezcla de MeOH y NaOH 2
M acuoso (3 ml, 2:1, v/v). Se afiadieron Pd al 10%/C (20 mg) y H. (3 bares) a esta disolucion. Tras agitar la
mezcla durante 19 h, el catalizador se elimind mediante filtraciéon a través de una almohadilla de Celite, que se
lavé con MeOH (40 ml), y el filtrado se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-10% en EtOAc, v/v) para producir el nucledsido 28 (15
mg, 79%) como material sélido blanco. R= 0,5 (MeOH al 15% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS m/z 480,2385 ([M +
H]*, C22H34NsOsPH": Calc. 480,2376); RMN 'H (CDCls) & 8,32 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 5,80 (s, 2H), 5,19 (d, 1H, J =
7,2 Hz), 4,83 (s, 1H), 4,74 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,63-4,73 (m, 2H), 1,60-2,35 (m, 4H), 1,52 (s, 3H), 1,44-1,51 (m,
1H), 1,33 (s, 6H), 1,31 (s, 6H), 1,23 (s, 3H), 1,04-1,09 (m, 1H), 0,76-0,83 (m, 1H). RMN *'P (CDCl3) 30,04.

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonoetenil)-biciclo[3.1.0]hexano (10): El
nucledsido 28 (15 mg, 0,032 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 2 ml) y se disolvio en CH.Cl,
anhidro (2 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (45 pl, 0,32 mmoles). Tras agitar durante 15 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (15 ml) y CH2Cl, (15 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavo con CHzCl, (1 x 25 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evaporo hasta sequedad y se purificé mediante HPLC (tiempo de retencién: 16,6 min.) para producir 10 (6,7
mg, 47%) como un material sélido blanco. ESI-HRMS m/z 354,0970 [M - H], C13H17NsOsP": Calc. 354,0967);
RMN "H (CDCls) 88,20 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 4,76 (s, 1H), 4,58 (d, 1H, J = 6,1 Hz), 4,09 (d, 1H,J = 6,1 Hz), 3,21
(g, 3H, J = 7,2 Hz), 1,69-2,14 (m, 4H), 1,59-1,69 (m, 1H), 1,39-1,349 (m, 1H), 1,29 (t, 6H, J = 7,2 Hz), 0,81-0,92
(m, 1H). RMN *'P (D,0) & 27,95. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 2,91 min.)

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-Formil-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexano (29): El compuesto
15 (0,63 g, 1,43 mmoles) se coevapordé con tolueno anhidro (2 x 25 ml) y se disolvié en CH,Cl, anhidro (25 ml).
Se afiadié peryodinano de Dess-Martin (0,91 g, 2,13 mmoles) a esta disoluciéon. Tras agitar durante 4 h, la
mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml) y se lavd con una mezcla acuosa de Na;S;03 y NaHCO3 (3 x 50
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ml). La fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml). La fase organica combinada se evapor6 hasta sequedad, y
el residuo resultante se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-25% en éter
de petroleo, v/v) para producir el aldehido 29 (452 mg, 73%) como un aceite incoloro. R = 0,6 (EtOAc al 50% en
éter de petroleo, v/v); ESI-HRMS m/z 459,1986 ([M + Na]’, C26H3204Si-Na’: Calc. 459,1968); RMN H (CDCl3) &
8,92 (s, 1H), 7,68-7,78 (m, 4H, Ph), 7,31-7,48 (m, 6H, Ph), 5,13 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,41 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,16
(t, 1H, J = 6,5 Hz), 2,19-2,28 (m, 1H), 2,10-2,18 (m, 1H), 1,55 (s, 3H), 1,43-1,51 (m, 1H), 1,23 (s, 3H), 1,09 (s,
9H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-[Diisopropil-(E )-fosfonoetenil]-2,3- O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-
biciclo[3.1.0]hexano (30): Se afiadié metilendifosfonato de tetraisopropilo (475 pl, 1,47 mmoles) a una suspension
de hidruro de sodio (71 mg, 2,95 mmoles, dispersion al 60%e n aceite mineral) en THF anhidro (6 ml) a 0°C.
Después de que la evolucion de H; ceso, se afiadié gota a gota cuidadosamente a 0°C una disoluciéon de
aldehido 29 (0,43 g, 0,98 mmoles) en THF anhidro (4 ml). Tras agitar a 0°C durante 1 h, la mezcla se calento
hasta rt. Tras agitar a rt durante 1 h, la mezcla se enfrié hasta 0°C, y se afiadio H>O enfriada con hielo (20 ml).
Las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 35 ml). La fase organica combinada se
evapor6 hasta sequedad, y el residuo resultante se purifico6 mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice (EtOAc al 0-70% en éter de petrdleo, v/v) para producir el nucledsido 30 (0,24 mg, 48%) como un material
solido blanco. R = 0,4 (EtOAc al 70% en éter de petrdleo, v/v); ESI-HRMS m/z 599,2938 (M + HJ',
CasHa70sPSi-H': Calc. 599,2958); RMN "H (CDCl3) § 7,69-7,77 (m, 4H, Ph), 7,31-7,45 (m, 6H, Ph), 6,24-6,40 (m,
1H), 5,66 (t, 1H, J = 17,5 Hz), 4,75 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,52-4,64 (m, 2H) 4,42 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,11 (t, 1H, J=
6,5 Hz), 1,93-1,99 (m, 1H), 1,78-1,85 (m, 1H), 1,57 (s, 3H), 1,19-1,32 (m, 15H), 1,07 (s, 9H), 0,93-1,01 (m, 1H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-[Diisopropil-(E )-fosfonoetenil]-4-(hidroxi)-2,3-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano  (31): El
compuesto 30 (0,45 g, 0,76 mmoles) se disolvié en THF (10 ml), y se afiadio fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M
en THF, 2,3 ml, 2,3 mmoles). Tras agitar durante 13 h, la mezcla de reaccion se evapor6 hasta sequedad. El
residuo resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-7% en EtOAc,
v/v) para producir el compuesto 31 (0,26 g, 98%) como un aceite incoloro. R; = 0,3 (EtOAc); ESI-HRMS m/z
361,1790 ([M + HJ", C17H2906P-H": Calc. 361,1780); RMN 'H (CDCls) 6 6,34-6,49 (m, 1H), 5,74 (t, 1H, J = 17,5
Hz), 4,99 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,47-4,69 (m, 4H), 2,40 (d, 1H, J = 9,5 Hz), 2,07-2,15 (M, 1H), 1,59-1,63 (m, 1H),
1,58 (s, 3H), 1,22-1,34 (m, 15H), 0,93-1,07 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’~(6-Cloropurin-9-il)-1’-[diisopropil-(E )-fosfonoetenil]-2’,3’- O-(isopropiliden)-
biciclo[3.1.0]hexano (32): Se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (90 ul, 0,45 mmoles) a rt a una mezcla de
trifenilfosfina (117 mg, 0,45 mmoles) y 6-cloropurina (70 mg, 0,45 mmoles) en THF anhidro (5 ml). Tras agitar
durante 30 min., se afiadié una disolucion del compuesto 31 (80 mg, 0,23 mmoles) en THF (5 ml). Tras agitar
durante 60 h, la mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (acetona al 0-55% en éter de petroleo, v/v) para producir el
nucleosido 32 (92 mg, 85%) como un material sélido blanco. Rs = 0,4 (acetona al 60% en éter de petroleo, v/v);
ESI-HRMS m/z 519,1532 ([M + Na]", C22H30CN4OsP-Na': Calc. 519,1540); RMN 'H (CDCls) & 8,71 (s, 1H), 8,07
(s, 1H), 6,49-6,63 (m, 1H), 5,96 (t, 1H,J = 17,5), 5,53 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 5,02 (s, 1H), 4,79 (d, 1H, J = 6,5 Hz),
4,61-4,73 (m, 2H), 1,86-1,92 (m, 1H), 1,58-1,63 (m, 1H), 1,54 (s, 3H), 1,22-1,38 (m, 16H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-1’-[diisopropil-(E)-fosfonoetenil]-2’,3’-O-(isopropiliden)-
biciclo[3.1.0]hexano (33): El nucledsido 32 (90 mg, 0,19 mmoles) se traté con NHz 2 M en i-PrOH (7 ml) y se
calentd hasta 70°C. Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccién se evaporé hasta sequedad. El residuo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-12% en CHCly, v/v)
para producir el nucleodsido 33 (74 mg, 85%) como un material sélido blanco. R = 0,2 (MeOH al 10% en EtOAc,
v/v); ESI-HRMS m/z 478,2198 ([M + H]*, C22H32NsOsP-H™: Calc. 478,2219); RMN 'H (CDCls) § 8,30 (s, 1H), 7,73
(s, 1H), 6,51-6,66 (m, 1H), 5,96 (t, 1H, J = 17,5), 5,47-5,54 (m, 3H), 4,95 (s, 1H), 4,78 (d, 1H, J = 6,5 Hz),
4,60-4,72 (m, 2H), 1,86-1,94 (m, 1H), 1,53-1,57 (m, 4H), 1,24-1,37 (m, 16H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-[(E )-fosfonoetenil]-biciclo[3.1.0]hexano (8): El
nucledsido 33 (20 mg, 0,042 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 5 ml) y se disolvid en CH.Cl,
anhidro (5 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (60 pl, 0,42 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (25 ml) y CH2Cl, (25 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavo con CHzCl; (1 x 35 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evaporo hasta sequedad y se purificé mediante HPLC (tiempo de retencién: 16,5 min.) para producir 8 (11,8
mg, 78%) como un material sélido blanco. ESI-HRMS m/z 352,0821 [M - HJ, C13H1sNs05P™: Calc. 352,0811);
RMN "H (D20) 6 8,30 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 6,30-6,44 (m, 1H), 6,07 (t, 1H, J = 17,5), 4,97 (s, 1H), 4,89 (d, 1H, J =
7,2 Hz), 4,09 (Sd, 1H, J = 7,2 Hz), 3,21 (q, 3H, J = 7,2 Hz), 2,03-2,10 (m, 2H), 1,84-1,89 (m, 1H), 1,29 (t, 7H, J =
7,2 Hz). RMN *'P (D20) & 15,71. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 3,5 min.)

(1S,2R,3S,48S,5S)-1-(Diisopropil-fosfonoetenil)-4-(hidroxi)-2,3- O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]lhexano  (34):  El

compuesto 31 (30 mg, 0,083 mmoles) se disolvié en MeOH (3 ml). Se afiadié Pd al 10%/C (25 mg) y H (3 bar).
Tras agitar la mezcla durante 17 h, el catalizador se eliminé mediante filtracion a través de una almohadilla de
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Celite, que se lavé con MeOH (40 ml), y el filtrado se evaporé hasta sequedad. El residuo resultante se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (acetona al 0-90% en éter de petrdleo, v/v) para producir
el nucledsido 34 (22 mg, 72%) como material sélido blanco. Rs = 0,3 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS
miz 363,1933 ([M + H]", C17H3106P-H": Calc. 363,1937); RMN 'H (CDCl3) 6 4,61-4,76 (m, 2H), 4,43-4,54 (m, 2H),
4,17-4,35 (m, 1H), 2,32 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 1,43-1,93 (m, 8H), 1,22-1,37 (m, 15H), 1,07-1,14 (m,1H), 0,47-0,56
(m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’~(2,6-Dicloropurin-9-il)- 1’-(diisopropil-fosfonoetenil)-2’,3’- O-(isopropiliden)-
biciclo[3.1.0]hexano (35): Se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (93 ul, 0,47 mmoles) a rt a una mezcla de
trifenilfosfina (123 mg, 0,47 mmoles) y 2,6-dicloropurina (89 mg, 0,47 mmoles) en THF anhidro (4 ml). Tras agitar
durante 30 min., se afiadié una disolucion del compuesto 34 (85 mg, 0,24 mmoles) en THF (4 ml). Tras agitar
durante 65 h, la mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-5% en EtOAc, v/v) para producir el nucledsido 35 (50
mg, 40%) como un material sélido blanco. Rr = 0,4 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS m/z 533,1497 ([M +
H]*, C22H31CI2N4OsP-H': Calc. 533,1487); RMN "H (CDCl3) 6 8,09 (s, 1H), 5,20 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,86 (s, 1H),
4,73 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,63-4,73 (m, 2H), 2,25-2,44 (m, 1H), 1,79-2,09 (m, 2H), 1,58-1,70 (m, 1H), 1,52 (s, 3H),
1,43-1,52 (m, 1H), 1,28-1,35 (m, 12H), 1,24 (s, 3H), 1,04-1,11 (m,1H), 0,78-0,87 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-1’-(diisopropil-fosfonoetenil)-2’,3’-O-(isopropiliden)-
biciclo[3.1.0]hexano (36): El nucledsido 35 (50 mg, 0,094 mmoles) se tratd con NHz 2 M en i-PrOH (5 ml) y se
calentd hasta 70°C. Tras agitar durante 19 h, la mezcla de reaccion se evaporé hasta sequedad. El residuo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-10% en CHCly, v/v)
para producir el nucledsido 36 (34 mg, 71%) como un material sélido blanco. Rs = 0,4 (MeOH al 8% en EtOAc,
v/v); ESI-HRMS m/z 514,1978 ([M + HJ", C22HasCINsOsP-H™: Calc. 514,1986); RMN 'H (CDCl3) § 7,73 (s, 1H),
5,84 (s, 2H), 5,20 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,76 (s, 1H), 4,72 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,62-4,71 (m, 2H), 2,24-2,40 (m, 1H),
1,75-2,08 (m, 1H), 1,56-1,74 (m, 5H), 1,40-1,47 (m, 1H), 1,28-1,35 (m, 12H), 1,24 (s, 3H), 1,01-1,06 (m,1H),
0,74-0,82 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1’-(fosfonoetenil)-biciclo[3.1.0]hexano  (9): El
nucledsido 23 (25 mg, 0,049 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 4 ml) y se disolvio en CH.Cl,
anhidro (4 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (70 pl, 0,49 mmoles). Tras agitar durante 19 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (25 ml) y CH2Cl, (25 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavd con CHzCl; (1 x 35 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evaporo6 hasta sequedad y se purific6 mediante HPLC (tiempo de retencion: 21,5 min.) para producir 9 (8,5
mg) y 10 (1,3 mg, 53%, rendimiento combinado) como materiales soélidos blancos. ESI-HRMS m/z 388,0574
[M - H]', C13H1sCINsOsP: Calc. 388,0578); RMN 'H (D20) & 8,15 (s, 1H), 4,74 (s, 1H), 4,61 (d, 1H,J = 7,2 Hz),
4,11 (d, 1H, J=7,2 Hz), 3,21 (q, 3H, J=7,2 Hz), 1,70-2,11 (m, 4H), 1,63-1,71 (m, 1H), 1,33-1,38 (m, 1H), 1,29 (4,
3H, J=7,2 Hz), 0,81-0,91 (m, 1H). RMN *p (D20) 6 28,26. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion:
4,6 min.)

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-Bromometil-2,3-O-(isopropiliden)-4- O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]lhexano ~ (37):  El
compuesto 15 (0,30 g, 0,69 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 10 ml) y se disolvié en CH,Cl»
anhidro (8 ml). Se afadieron CBr4 (0,46 g, 1,36 mmoles), trifenilfosfina (0,36 g, 1,36 mmoles), y trietilamina (0,3
ml, 2,07 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccién se diluyé con CH2Cl, (50 ml) y NaCl acuoso
sat. (25 ml). Las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 ml). La fase organica
combinada se evapor6 hasta sequedad, y el residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (EtOAc al 0-20% en éter de petroleo, v/v) para producir el compuesto 37 (0,28 g, 81%) como
un aceite incoloro. R; = 0,8 (EtOAc al 50% en éter de petrdleo, v/v); ESI-HRMS m/z 523,1296 (M + NaJ’,
CasHa3BrO3Si-Na*: Calc. 523,1280); RMN 'H (CDCls) §7,67,77 (m, 4H, Ph), 7,30-7,45 (m, 6H, Ph), 4,77 (d, 1H, J
= 6,5 Hz), 4,44 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,08 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 3,76 (d, 1H, J = 10,5 Hz), 3,13 (d, 1H, J = 10,5 Hz),
1,80-1,87 (m, 1H), 1,60-1,70 (m, 1H), 1,55 (s, 3H), 1,21 (s, 3H), 1,05 (s, 9H), 0,71-0,86 (m, 1H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-C-(Etoximetilfosfinil)-2,3-O-(isopropiliden)-4-O-(terc-butildimetilsilil)-biciclo[3.1.0]hexano (38):
El compuesto 37 (0,28 g, 0,56 mmoles) se disolvid en fosfito de metilo y dietilo (4 ml) y se calenté hasta 110°C.
Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccién se enfrié hasta rt y se evapord hasta sequedad. El residuo
resultante se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-90% en éter de
petroleo, v/v) para producir una mezcla diastereomérica inseparable de compuesto 38 (0,28 g, 95%) como un
aceite incoloro. Ry = 0,6 (MeOH al 5% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS m/z 529,2532 ([M + H]*, C2oH410sPSi-H": Calc.
529,2539); RMN 'H (CDCls) § 7,68-7,77 (m, 6,8H, Ph), 7,29-7,46 (m, 10,2H, Ph), 4,75 (d, 0,7H, J = 6,5 Hz), 4,68
(d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,43-4,49 (m, 1,7H), 3,87-4,14 (m, 5,1H), 1,73-1,92 (m, 3,4H), 1,62 (s, 5,1H), 1,57-1,60
(m,1,7H), 1,48 (d, 3H, J = 3,4 Hz), 1,44 (d, 2,1H, J = 3,4 Hz), 1,26 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,22 (t, 2,1H, J = 7,2 Hz),
1,19 (s, 2,1H), 1,18 (s, 3H), 1,09-1,13 (m, 1,7H), 1,07 (s, 15,3H), 0,52-0,69 (m, 1H).

(1S,2R,3S,4S,5S)-1-C-(Etoximetilfosfinil)-4-hidroxi-2,3-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano (39): El compuesto
38 (0,30 g, 0,57 mmoles) se disolvié en THF (10 ml), y se afiadio fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en THF,
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1,70 ml, 1,70 mmoles). Tras agitar durante 21 h, la mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad. El residuo
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-15% en EtOAc, v/v)
para producir una mezcla diastereomérica inseparable de compuesto 39 (0,15 g, 91%) como un aceite incoloro.
Rr = 0,2 (15% MeOH en CH,Cl,, viv); ESI-HRMS miz 291,1366 ([M + H]", C13H2305sP-H": Calc. 291,1361); RMN
'H (CDCls) & 4,89-5,03 (m, 2H), 4,50-4,60 (m, 4H), 3,97-4,14 (m, 4H), 2,34-2,40 (m, 2H), 1,95 (t, 2H, J = 7,7 Hz),
1,90 (t, 2H, J = 7,7 Hz),1,78-1,87 (m, 2H), 1,66 (s, 6H), 1,55 (d, 3H, J = 3,9 Hz), 1,50 (d, 3H, J = 3,9 Hz), 1,29-
1,35 (m, 6H), 1,28 (s, 6H), 1,23-1,26 (m, 2H), 0,60-0,71 (m, 2H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-1’-C-(Etoximetilfosfinil)-4’-(2,6-dicloropurin-9-il)-2’,3’- O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano
(40): Se afiadi6 azodicarboxilato de diisopropilo (360 pl, 1,82 mmoles) a rt a una mezcla de trifenilfosfina (0,48 g,
1,82 mmoles) y 2,6-dicloropurina (0,35 g, 1,82 mmoles) en THF anhidro (5 ml). Tras agitar durante 30 min., se
afadié una disolucién del compuesto 39 (0,27 g, 0,91 mmoles) en THF (5 ml). Tras agitar durante 60 h, la mezcla
de reaccion se evapor6 hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (MeOH al 0-10% en EtOAc, v/v) para producir una mezcla diastereomérica inseparable de
nucledsido 40 (0,25 mg, 60%) como un material sélido blanco. Rs = 0,2 (MeOH al 10% en EtOAc, v/v); ESI-HRMS
mlz 461,0899 (M + H]*, C1gH23ClaN4O4P-H": Calc. 461,0912); RMN "H (CDCl3) § 8,79 (s, 0,5H), 8,51 (s, 1H), 5,45
(d, 0,5H, J =7,2 Hz), 5,32 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 5,06 (s, 0,5H), 4,96 (s, 1H), 4,66 (d, 1,5H, J = 7,2 Hz), 3,98-4,21 (m,
3H), 2,40-2,51 (m, 0,5H), 2,15-2,24 (m, 1H), 1,93-2,11 (m, 1,5H), 1,63-1,75 (m, 0,5H), 1,61 (s, 5,5H), 1,59 (d, 3H,
J=3,9 Hz), 1,55 (d, 1,5H, J = 3,9 Hz), 1,35 (t, 3H, J = 7,2 Hz), 1,25 (t, 1,5H, J = 7,2Hz), 1,24 (s, 4,5H), 1,18-1,23
(m, 1,5H), 0,95-1,13 (m, 1,5H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-1’- C-(etoximetilfosfinil)}-2’,3’-O-(isopropiliden)-
biciclo[3.1.0]hexano (41): El nucleodsido 40 (0,20 g, 0,44 mmoles) se traté con NH; 2M en i-PrOH (8 ml) y se
calentd hasta 70°C. Tras agitar durante 15 h, la mezcla de reaccién se evaporé hasta sequedad. El residuo
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-7% en CH2Cl., v/v) para
producir el nucledsido 41 (150 mg, 79%) como un material sélido blanco. R; = 0,4 (MeOH al 10% en CHCly, v/v);
ESI-HRMS m/z 442,1416 ([M + H]*, C1gH2sCINsO4P-H": Calc. 442,1411); RMN "H (CDCl3) & 8,21 (s, 0,5H), 8,00
(s, 1H), 5,96 (s, 3H), 5,40 (d, 0,5H, J = 6,5 Hz), 5,30 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 4,91 (s, 0,5H), 4,81 (s, 1H), 4,62-4,71 (d,
1,5H, J =7,2 Hz), 4,10-4,22 (m, 2H), 3,98-4,09 (m, 1H), 3,60-3,80 (m, 1H), 2,64 (t, 1H, J = 15,3 Hz), 2,35 (t, 0,5H,
J =15,3 Hz), 2,01-2,17 (m, 0,5H), 1,87 (t, 1,5H, J = 15,8 Hz), 1,75 (s, 4,5H), 1,55-1,69 (m, 4,5H), 1,36 (t, 3H, J =
7,2 Hz), 1,25 (t, 1,5H, J = 7,2Hz), 1,24 (s, 4,5H), 1,17-1,22 (m, 1,5H), 0,96-1,07 (m, 1,5H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4’~(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-dihidroxi-1’-(acido metilfosfénico)-biciclo[3.1.0]hexano
(11)y (1'S,2’R,3'S,4'R,5’'S)-4’-(6-Aminopurin-9-il)-2’,3’-dihidroxi-1’-(acido metilfosfonico)-biciclo[3.1.0]hexano (12):
El nucledsido 29 (15 mg, 0,034 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 3 ml) y se disolvié en CH.Cl,
anhidro (4 ml). Se afadié yodotrimetilsilano (91 pl, 0,33 mmoles). Tras agitar durante 19 h, la mezcla de reaccion
se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H,O enfriada con hielo (25 ml) y CH.Cl, (25 ml). Las fases se
separaron, y la fase acuosa se lavo con CHzCl, (1 x 35 ml) y éter dietilico (3 x 35 ml). La fase acuosa resultante
se evaporo hasta sequedad y se purificé mediante HPLC (tiempo de retencién: 16,8 min.) para producir 11 (1,3
mg, 11%) y 12 (0,8 mg, 20%, rendimiento combinado) como un material sélido blanco.

Datos analiticos del compuesto 11: ESI-HRMS m/z 372,0625 [M-H]’, C13H16CINsO4P": Calc. 372,0628); RMN H
(D20) 6 8,23 (s, 1H), 4,76-4,79 (m, 1H), 4,63 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 4,12 (d, 1H, J= 6,2 Hz), 3,21 (q, 2H,J = 7,2 HZ),
2,34 (t, 1H, J = 15,3 Hz), 1,75-1,86 (m, 1H), 1,68-1,75 (m, 1H), 1,51-1,56 (m, 1H) 1,35 (d, 3H, J = 13,2 Hz), 1,26
(t, 1H, J = 7,2 Hz) 0,96-1,04 (m, 1H). RMN ¥1p (D20) 6 46,01. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de
retencion: 4,19 min.).

Datos analiticos del compuesto 12: ESI-HRMS m/z 338,1016 [M-H],, C13H17NsO4P": Calc. 338,1018); RMN H
(D20) 5 8,26 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 4,76-4,79 (m, 1H), 4,63 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 4,12 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 3,21 (q,
2H, J=7,2 Hz), 2,34 (t, 1H, J = 15,3 Hz), 1,75-1,86 (m, 1H), 1,68-1,75 (m, 1H), 1,51-1,56 (m, 1H) 1,35 (d, 3H, J =
13,2 Hz), 1,26 (t, 1H, J = 7,2 Hz) 0,96-1,04 (m, 1H). RMN ¥1p (D20) & 46,0. Pureza >99% mediante HPLC
(tiempo de retencion: 5,91 min.).

Procedimientos experimentales para el Ejemplo 3

Métodos generales: El compuesto 13a se sintetizd como se dio a conocer, o se obtuvo como una sintesis a
medida de Natland International Corporation (Research Triangle Park, NC). Todos los otros reactivos y
disolventes (normales y anhidros) fueron de grado analitico, y se obtuvieron de proveedores comerciales y se
usaron sin purificacion adicional. Las reacciones se llevaron a cabo en una atmoésfera de argén siempre que se
usaron disolventes anhidros. Todas las reacciones se monitorizaron mediante cromatografia de capa fina (TLC)
usando placas revestidas con gel de silice con un indicador de fluorescencia que se visualizaron: a) bajo luz UV,
b) sumergiéndolas en H.SO4 conc. al 5% en etanol absoluto (v/v) seguido del calentamiento, o ¢) sumergiéndolas
en una disolucion de anisaldehido:H2SO4 (1:2, v/v) en MeOH seguido de calentamiento. La cromatografia en
columna de gel de silice se llevé a cabo con gel de silice (SiO2, malla 200-400, 60A) usando presion de aire
moderada. La evaporacion de los disolventes se llevd a cabo a presién reducida a una temperatura por debajo
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de 50°C. Tras la cromatografia en columna, las fracciones apropiadas se reunieron, se evaporaron y se secaron
a alto vacio durante al menos 12 h para dar Ios productos obtenidos con pureza elevada. La pureza de las
muestras se averigué6 mediante RMN 'H y RMN *'P. No se reallzaron correcciones en los rendimientos para el
disolvente de cristalizacion. Los espectros de RMN 'H y RMN ¥p se registraron a 300 MHz y 121,5 MHz,
respectivamente. Los desplazamientos quimicos se dan en partes por millbn (ppm) con respecto a
tetrametilsilano o disolvente deuterado como el patrén interno ( H: CDCl3 7,26 ppm). Los nombres sistematicos
de los compuestos para nucledsidos biciclicos se dan segun la nomenclatura de von Baeyer. Las medidas
espectroscopicas de masas de alta resolucion (HRMS) se realizaron en un Q-TOF-2 (Micromass-Waters)
optimizado para protedmica usando calibracién externa con polianilina. Las exactitudes masicas observadas son
las esperadas en base al comportamiento conocido del instrumento asi como a las tendencias en las masas de
compuestos patron observadas a intervalos durante la serie de medidas. Las masas dadas a conocer son masas
observadas sin corregir para esta tendencia dependiente del tiempo en la exactitud de las masas.

La purificacion de los derivados nucleotidicos para el ensayo bioldgico se llevo a cabo mediante HPLC con una
columna semipreparativa Luna 5 micrémetros RP-C18 (250 X 10,0 mm; Phenomenex, Torrance, CA) en las
siguientes condiciones: caudal de 2 ml/min.; acetato de trietlamonio 10 mM (TEAA)-CH3CN desde 100:0 (v/v) a
70:30 (v/v) en 30 min., y se aislo en forma de sal de trietilamonio. La pureza analitica de los compuestos se
comprobd usando un HPLC Hewlett-Packard 1100 equipado con una columna analitica Zorbax SB-Aq 5 um (50 x
4,6 mm; Agilent Technologies Inc, Palo Alto, CA). Fase movil: sistema de disolvente de gradiente lineal: TBAP
(dihidrogenofosfato de tetrabutilamonio) 5 mM-CH3CN desde 80:20 hasta 40:60 en 13 min.; el caudal fue 0,5
mi/min. Los picos se detectaron mediante absorcion de UV con un detector de matriz de diodos a 254, 275, y 280
nm. Todos los derivados ensayados para determinar la actividad biolégica mostraron una pureza >99% mediante
analisis de HPLC (deteccion a 254 nm).

(1'S,2'R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-amino-2-cloro-purin-9-il)-2,3-(dihidroxil)-1-[hidroximetil]biciclo-[3.1.0]lhexano  (19a). El
nucleosido 18a (25 mg, 0,071 mmoles) se disolvié en acido trifluroacético acuoso al 10% (1,5 ml, v/v). Tras agitar
a temperatura ambiente durante 17 h, la mezcla de reaccién se evaporoé hasta sequedad. El residuo resultante se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-12% en CHCl,, v/v) para producir
2',3",5-trihidroxi nucledsido 19a (15,2 mg, 69%). Ry = 0,3 (MeOH al 20% en CH.Clz, v/v). RMN "H (MeOD-ds) &
8,48 (s, 1H), 4,80 (s, 1H), 4,76 (d, J=7,1 Hz, 1H), 4,23-4,28 (d, J= 11,5 Hz, 1H), 3,87 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 3,35 (s,
1H), 1,58-1,63 (m, 1H), 1,50-1,55 (m, 1H), 0,72-0,78 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-amino-2-cloro-purin-9-il)-1-[yodometil]-2,3-(O-isopropilidin)biciclo-[3.1.0]hexano  (20a).
El nucledsido 18a (45 mg, 0,128 mmoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 10 ml) y se disolvié en THF
anhidro (3 ml). Se afadieron I, (66 mg, 0,256 mmoles), trifenilfosfina (68 mg, 0,256 mmoles), e imidazol (18 mg,
0,256 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (30 ml) y se lavd con
Na»S,03 acuoso saturado (2 x 15 ml). Las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml).
La fase organica combinada se evaporé hasta sequedad, y el residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (EtOAc al 0-80% en éter de petréleo, v/v) para producir 5'-yodo
nucledsido 20a (41 mg, 74%). Rr = 0,4 (MeOH al 5% en CH,Cl,, viv). ESI-HRMS m/z 462,0205 (M + H] *
(C1sH1sNs02Cl, calc. 462,0194). RMN "H (CDCl3) & 8,09 (s, 1H), 5,91 (s, 2H), 5,32 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 4,91 (s,
1H), 5,32 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 3,63-3,69 (d, 1H, J = 10,5 Hz), 3,53-3,56 (d, 1H, J= 10,5 Hz), 1,65-1,74 (m, 1H),
1,71 (s, 3H), 1,29 (s, 3H), 1,22-1,31 (m, 1H), 1,10-1,15 (m, 1H).

(1'S,2'R,3'S,4'R, 5’S)-4-(6-amino-2-cloro-purin-9-il)-2,3-(dihidroxi)-1-[yodometil]biciclo-[3.1.0]hexano  (21a). Se
disolvid 5-yodo nucledsido 20a (106 mg, 0,229 mmoles) en THF (1 ml), seguido de la adiciéon de acido
trifluoroacético acuoso al 10% (3,5 ml, v/v). Tras agitar la mezcla de reaccion a 65°C durante 15 h, la mezcla de
reaccion se evapor6 hasta sequedad, y el residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (EtOAc al 0-80% en éter de petréleo, v/v) para producir 2’,3’-dihidroxi-5-yodo nucledsido 21a
(41 mg, 60%). Rf 0,3 (MeOH al 10% en CH.Cly, v/v). ESI-HRMS m/z 421,9883 ([M + H] * (C12H14NsO,ClI, calc.
421,9881). RMN "H (MeOD-d) & 8,41 (s, 1H), 4,75 (dd, 1H, J = 1,8 Hz), 4,10 (dt, 1H, J = 8 Hz, 2,8 Hz), 3,87-3,91
(d, 1H, J = 10,5 Hz), 3,46-3,52 (d, 1H, J= 10,5 Hz), 1,91-1,95 (m, 1H), 1,67-1,72 (m, 1H), 1,04-1,09 (m, 1H).

(1'S,2R,3'S,4'R,5°S)-4-(6-amino-2-cloro-purin-9-il)-2,3-(dihidroxi)-1-[monofosforotioato]-biciclo-[3.1.0]hexano

(12a). A la suspension de 5-yodo nucledsido 21a (3 mg, 7,12 umoles) y H,O (0,5 ml), se afadio tiofosfato de
trisodio (10 mg, 55 umoles). Tras agitar la mezcla de reaccién durante 3 d a temperatura ambiente en atmosfera
de argdn, la mezcla de reaccion se liofilizé y se purifico mediante HPLC semipreparativa (tiempo de retencion
19,5 min.) para obtener 5-monofosforotioato 12a (1,65 mg, 57%) como un sdlido blanco. ESI-HRMS m/z
406,0159 ([M + H]* (C19HoNsO,SCl, calc. 406,0165). RMN "H (D20) & 8,39 (s, 1H), 4,62 (s, 1H), 4,63 (s, 1H), 3,97
(d, 1H, J = 6,5 Hz), 3,19-3,26 (m, 1H), 2,79-2,87 (m, 1H), 1,69-1,74 (m, 1H), 1,39-1,43 (m, 1H), 0,84-0,90 (m, 1H).

(1'S,2’R'3'S,4'R,5'S)-4_-(6-Amino-2-cloropurin-9-il]-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexanocarboxilato de etilo
(23a). El nucledsido 22a (53 mg, 0,13 mmoles) se tratdé con NH3 2 M en -PrOH (5 ml) y se calentd hasta 70°C.
Tras agitar la reaccion durante 16 h, la mezcla de reaccion se evaporé hasta sequedad. El residuo resultante se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-4% en CHCl,, v/v) para producir el
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nucleosido 23a (35 mg, 68%) como un solido blanco. Rr = 0,4 (MeOH al 5% en CHCly, v/v). ESI-HRMS m/z
394,1286 ([M + H]" (C17H21Ns04Cl, calc. 394,1282). RMN "H (MeOD-dy) & 8,09 (s, 1H), 5,85 (d, 1H, J= 7,1 Hz),
4,98 (s, 1H), 4,81 (d, 1H,J = 7,1 Hz), 4,20-4,26 (m, 1H), 2,23-2,28 (m, 1H), 1,64-1,67 (m, 1H), 1,52 (s, 3H), 1,34
(t, 3H, J =7,2 Hz), 1,20-1,29 (m, 4H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-Amino-2-cloro-purin-9-il)-1-[hidroxideuterometil]-2,3-(O-isopropilidin)biciclo-
[3.1.0]hexano (24a). El nucledsido 23a (9 mg, 23 umoles) se coevapord con tolueno anhidro (3 x 10 ml), y se
disolvié en THF anhidro (10 ml). Se afadio LiBD4 (3 mg, 115 umoles) y tras agitar la mezcla de reaccién durante
4 h a 70°C, se enfrio hasta la temperatura ambiente y se paralizé6 con una adicion lenta de MeOH (3 ml). La
mezcla de reaccion resultante se evapor6 hasta sequedad, y se purificdé mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (MeOH al 0-8% en CH.Cl,, v/v) para producir el nucleédsido 24a (6 mg, 72%) como un soélido
blanco. R; = 0,4 (MeOH al 10% en CHxCly, v/v). ESI-HRMS m/z 421,9883 ([M + HI* (C12H14N50ClI, calc.
421,9881). RMN "H (CDCls) 6 7,82 (s, 1H), 5,92 (s, 2H), 5,60 (d, 1H, J = 6,4 Hz), 4,78 (s, 1H), 4,68 (d, 1H, J=7,2
Hz), 1,71-1,77 (m, 1H), 1,55 (s, 3H), 1,27 (s, 3H), 1,10-1,15 (m, 1H), 0,98-1,02 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-Amino-2-cloro-9H-purin-9-il)-2,3-(O-isopropiliden)-1-[(di-terc-
butilfosfato)dideuterometil]biciclo[3.1.0]hexano (26a). El nucledsido 24a (6 mg, 17 pmoles) se coevapord con
tolueno anhidro (3 x 10 ml), y se disolvi6 en THF anhidro (1 ml). se afiadieron N,N-dietilfosforamidito de di-t-
butilo (24 ul, 85 umoles) y tetrazol (12 mg, 169 pmoles). Tras agitar a rt durante 4 h, la mezcla de reaccion se
enfrié hasta -70°C, seguido de la adicion de acido m-cloroperbenzoico (25 mg, 77%). La mezcla de reaccion se
calent6 hasta 0°C y se dejo agitar durante 15 min., seguido de la adicién de trietilamina (0,5 ml). La mezcla de
reaccion se evaporé hasta sequedad, y el residuo bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (MeOH al 0-4% en CHCla, v/v) para producir el nucledsido 26a (7 mg, 76%) como un
solido blanco. Ry = 0,3 (MeOH al 5% en CHCly, v/v); ESI-HRMS m/z 546,2234 ([M + HI* (C23H34D2N506Cl, calc.
546,2217). RMN "H (MeOD-ds) & 8,15 (s, 1H), 5,34 (d, 1H, J = 6,8 Hz), 4,98 (s, 1H), 4,77 (d, 1H, J = 7,2 Hz),
1,74-1,77 (m, 1H), 1,48-1,55 (m, 21H), 1,25 (s, 3H), 1,21-1,24 (m, 1H), 1,09-1,13 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-Amino-2-cloro-9H-purin-9-il)- 1-[fosforiloxidideuterometil]-2,3-diol-biciclo[3.1.0]hexano
(6a). A una disolucién que contiene nucledsido 26a (7 mg, 12,8 umoles) en MeOH y H,O (2 ml, 1:1, v/v) se
afiadié resina Dowex-50 (~50 mg). La mezcla se agité durante 3 h a 70°C, y la resina se elimin6 mediante
filtracion. El filtrado se traté entonces con amortiguador de bicarbonato de trietilamonio 1 M (1 ml) y se evaporé
hasta sequedad. La mezcla resultante se purific6 mediante HPLC semipreparativa (tiempo de retencién 16,5
min.) para obtener 5-monofosfato de 6a (1,62 mg, 32%) como un solido blanco. ESI-HRMS m/z 392,0493
(IM - H]" (C12H12D2Ns06CIP, calc. 392,0496). RMN "H (D,0) 6 8,45 (s, 1H), 4,73 (s, 1H), 3,97 (d, 1H, J= 6,5 Hz),
1,72-1,77 (m, 1H), 1,39-1,43 (m, 1H), 0,84-0,90 (m, 1H). RMN *'P (D;0) § 2,48.

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4'R,5’S)-4’-(6-cloro-2-yodo-purin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano
(28a). Se afadié azodicarboxilato de diisopropilo (86 pl, 0,44 mmoles) a rt a una mezcla de trifenilfosfina (115
mg, 0,44 mmoles) y 6-cloro-2-yodopurina (122 mg, 0,44 mmoles) en THF anhidro (4 ml). Tras agitar durante 45
min., se afiadié una disolucién del compuesto 27a (70 mg, 0,22 mmoles) en THF (4 ml) a la mezcla. Tras agitar
durante 36 h, la mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad. El residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-3% en CHCl,, v/v) para producir el nucledsido 28a (89
mg, 70%) como un sélido blanco. Rr = 0,5 (MeOH al 5% en CHxCly, v/v); ESI-HRMS m/z 583,0374 [M + HI',
C19HasCIIN4OsP-H': Calc. 583,0373); RMN 'H (CDCl3) & 8,64 (s, 1H), 5,39 (d, 1H, J= 7,5 Hz), 5,07 (s, 1H), 4,64
(d, 1H, J = 7,5 Hz), 4,15-4,21 (m, 4H), 2,41 (t, 1H, J = 16,0 Hz), 2,11-2,22 (m, 1H), 1,73-1,79 (m, 1H), 1,59-1,64
(m, 1H), 1,54 (s, 3H), 1,35 (t, 3H, J= 7,1 Hz), 1,28 (1, 3H, J = 7,1 Hz), 1,25 (s, 3H),1,04-1,09 (m, 1H).

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-amino-2-yodopurin-9-il)-2’,3’-O-(isopropiliden)-biciclo[3.1.0]hexano
(29a). El nucledsido 28a (80 mg, 0,14 mmoles) se traté con NHsz 2M en i-PrOH (8 ml), y la mezcla se calentd
hasta 70°C y se agitd durante 17 h. La mezcla de reaccion se evapor6 hasta sequedad, y el residuo resultante se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH al 0-6% en CHCl,, v/v) para producir el
nucleosido 29a (48 mg, 64%) como un solido blanco. Rr = 0,4 (MeOH al 7% en CHCly, v/v); ESI-HRMS m/z
564,0873 [M + HJ", C19H27INsOsP-H": Calc. 564,0856); RMN "H (CDCl3) & 8,15(s, 1H), 5,74 (s, 2H), 5,34 (d, 1H,
J=6,1Hz), 4,94 (s, 1H), 4,64 (d, 1H, J = 6,1 Hz), 4,12-4,19 (m, 4H), 2,19-2,42 (m, 2H), 1,69-1,74 (m, 1H), 1,55 (s,
3H), 1,33 (t, 3H, J=7,1 Hz), 1,26 (t, 3H, J=7,1 Hz), 1,22 (s, 3H), 1,18-1,21 (m, 1H), 1,03-1,09 (m, 1H).

(1'S,2’R,3'S,4'R,5'S)-4’-(6-Amino-2-yodoropurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-1'-(fosfonometilen)-biciclo[3.1.0]hexano (7a).
El nucledsido 29a (10 mg, 0,017 mmoles) se coevaporé con tolueno anhidro (3 x 3 ml) y se disolvié en CH,Cl;
anhidro (2 ml). A esta disolucién se anadioé yodotrimetilsilano (25 pl, 0,17 mmoles). Tras agitar durante 17 h, la
mezcla de reaccion se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicion de H>O enfriada con hielo (20 ml) y CHxCl; (25 ml).
Las fases se separaron, y la fase acuosa se lavé con CH,Cl, (2 x 35 ml) y éter dietilico (4 x 35 ml). La fase
acuosa resultante se evaporo hasta sequedad y se purificé mediante HPLC (tiempo de retencion: 20 min.) para
producir 7a (4,1 mg, 49%) como un sélido blanco. ESI-HRMS m/z 465,9777 [M - H], C42H14INsOsP": Calc.
465,9771); RMN "H (D20) & 8,19 (s, 1H), 4,71 (s, 1H), 4,58 (d, 1H, J = 5,8 Hz), 3,98 (d, 1H, J = 5,8 Hz), 3,13 (q,
4H, J=7,2 Hz), 2,17 (t, 1H, 15,5 Hz), 1,90 (t, 1H, 15,5 Hz), 1,68-1,74 (m, 1H), 1,35-1,42 (m, 1H), 1,21 (t, 6H, J =
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7,2 Hz), 0,88-0,94 (m, 1H). RMN ¥1p (D20) 6 25,39. Pureza >99% mediante HPLC (tiempo de retencion: 5,9
min.).

Fosfonato de dietil-(1'S,2'R,3'S,4’'R,5’'S)-4’-(6-amino-2-yodopurin-9-il)-2’,3’-(dihidroxi)-biciclo[3.1.0]hexano (16a).
A una disolucién que contiene 29a (6 mg, 11,2 umoles) en MeOH:H20 (2 ml, 1:1, v/v) se afadié resina Dowex-50
(~50 Mg). La mezcla se agit6 durante 3 h a 70°C, y la resina se elimind mediante filtracion. El filtrado se evaporé
hasta sequedad, y el crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (MeOH
al 0-8% en CH2Cly, v/v) para producir el nucleésido 16a (4,5 mg, 49%) como un solido blanco. R; = 0,2 (MeOH al
5% en CH2Cly, v/v); ESI-HRMS m/z 524,0562 [M + HJ*, C1sH24INsOsP-H': Calc. 524,0560); RMN "H (MeOD-ds) &
8,25(s, 1H), 4,77-4,81 (m, 2H), 4,10-4,19 (m, 4H), 3,98 (d, 1H, J= 6,8 Hz), 2,35-2,52 (m, 1H), 1,68-1,73 (m, 1H),
1,49-1,52 (m, 1H), 1,29-1,35 (m, 6H), 0,85-0,91 (m, 1H).

Fosfonato de dietil-(1'S,2’'R,3'S,4'R,5’S)-4"-(6-amino-2-cloropurin-9-il)-2’,3’-(hidroxi)-biciclo[3.1.0]hexano (9a). A
una disolucion que contiene 30a (25 Mg, 0,053 mmoles) en MeOH (3 ml) y agua (3 ml) se afadio resina
Dowex-50 (~100 mg). La mezcla se agité durante 3 h a 70°C, y la resina se eliminé mediante filtracion. El filirado
se evapor6 hasta sequedad, y el crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice (MeOH al 10% en EtOAc, v/v) para producir el nucleosido 9a (8,3 mg, 40%) como un sélido blanco. R¢= 0,4
(MeOH al 10% en CH2Clz, v/v); ESI-HRMS m/z 432,1197 [M + H]", C1sH23CINsOsP-H": Calc. 432,1204); RVN 'H
(CDCls) & 8,31 (s, 1H), 4,73-4,79 (m, 2H), 4,06-4,18 (m, 4H), 3,98 (d, J = 6,6 Hz), 2,23-2,54 (m, 1H), 1,92-2,03
(m, 1H), 1,72-1,78 (m, 1H), 1,51-1,57 (m, 1H), 1,28-1,35 (m, 6H), 0,80-0,89 (m, 1H).

(1’'S,2'R,3’S,4'R,5’S)-4’-(6-Amino-2-cloropurin-9-il)-1’-[(E)-etenilfosfonato de diisopropilo]-2,3-(dihidroxi)-biciclo-
[3.1.0]-hexano (11a). A una disoluciéon que contiene 38a (10 mg, 19,5 pmoles) en MeOH:H2O (4 ml, 1:1, v/v) se
afiadié resina Dowex-50 (~50 mg). La mezcla se agité durante 3 h a 70°C, y la resina se elimin6 mediante
filtracion. El filtrado se evapor6 hasta sequedad, y el crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (MeOH al 0-10% en CH2Cl», v/v) para producir el nucleésido 11a (4,5 mg, 49%) como
un sélido blanco. Rs = 0,3 (MeOH al 10% en CHCly, v/v); ESI-HRMS m/z 474,1679 [M + HJ", C19H30CINsOsP-H™:
Calc. 474,1673); RMN "H (MeOD-d,) & 8,06 (s, 1H), 4,76 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 4,65-4,71 (m, 3H), 4,07 (d, 1H, J =
6,9 Hz), 3,67-3,72 (m, 1H), 3,55-3,59 (m, 1H), 2,10-2,16 (m, 1H), 1,80-2,03 (m, 1H), 1,47-1,52 (m, 1H), 1,28-1,41
(m, 13H), 0,66-0,72 (m, 1H).

Protocolos experimentales para evaluacion biologica

Ratones CSQ y administracion de compuestos: Se criaron ratones que presentan el modelo CSQ de
cardiomiopatia severa e insuficiencia cardiaca, y se mantuvieron segun el método descrito previamente. Los
ratones transgénicos (TG) CSQ fueron proporcionados originalmente por el Dr. Larry Jones, y desarrollaron
hipertrofia seguido de un fenotipo de insuficiencia cardiaca letal con muerte proxima a la edad de 3 meses.

El compuesto 3 y sus analogos se disolvieron en disolucion salina amortiguada con fosfato, pH=7,4 a 3,3 uM
(200 pl de volumen total), se filiraron para la esterilidad para la administracion in vivo a 6 pl por dia durante 28
dias via una minibomba osmética (Alzet) en ratones CSQ. La funcion cardiaca intacta in vivo se evalué mediante
ecocardiografia tras la infusiéon de nucledtido o vehiculo.

Ecocardiografia de raton: La ecocardiografia transtoracica se llevé a cabo usando un transductor de 30 MHz
lineal segun las instrucciones del fabricante (Sistema de Formacion de Imagenes de Alta Resolucion Vevo 660
de VisualSonics, Toronto, Canada) similar a los métodos descritos previamente. Se llevaron a cabo medidas
ecocardiograficas en modo M bidimensionales al nivel del musculo papilar medio. Los ratones se anestesiaron
con 1% de isoflurano usando un vaporizador como se describié previamente. Se midieron los diametros
diastolico final (LVEDD) vy sistdlico final (LVESD) del ventriculo izquierdo, y FS (definido como
LVEDD-LVESD/LVEDD). Los parametros se midieron digitalmente en trazadores en modo M, y se promediaron a
partir de mas de 3 ciclos cardiacos.

Activacion de los receptores P2Y1 humanos: La actividad del receptor hP2Y; se cuantificé en células de
astrocitoma humanas 1321N1 que expresan de forma estable este receptor, obtenidas del Prof. T. K. Harden,
University of North Carolina School of Medicine, Chapel Hill, NC. Se ha descrito el procedimiento para medir
calcio intracelular usando un FLIPR en respuesta a derivados nucleotidicos. Las células se hicieron crecer toda
la noche en 100 ml de medio en placas de fondo plano de 96 pocillos a 37°C en 5% de CO; o hasta que
alcanzaron una confluencia de ~80%. Se uso el kit de ensayo calcio-4 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) como
se instruye, sin lavado de las células. Las células se cargaron con 40 ml de colorante con probenecida en cada
pocillo, y se incubaron durante 1 h a rt. La placa de los compuestos se prepard con diluciones de diversos
compuestos en amortiguador de Hank a pH 7,2. Las muestras se estudiaron por duplicado con un FLIPR-Tetra
(Molecular Devices) a rt. Se monitorizé la fluorescencia celular (excitacion = 485 nm; emision = 525 nm) tras la
exposicién a un compuesto. Los incrementos en el calcio intracelular se dan a conocer como el valor de
fluorescencia maxima tras la exposicion menos el valor de fluorescencia basal antes de la exposicion.
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Analisis de los datos: Excepto que se indique de otro modo, los datos se proporcionan como media + error
estandar de la media. Para el analisis de multiples grupos, se us6 ANOVA de una via y la comparaciéon de
post-ensayo. Para evaluar los efectos de intervenciones experimentales, se uso la prueba de la t de Student para
muestras pareadas o no pareadas; P < 0,05 se tomd como estadisticamente significativo.

Los términos “un” y “una” no representan una limitacién de cantidad, sino mas bien representan la presencia de
al menos uno de los articulos citados. El término “o” significa “y/0”. Las expresiones “que comprende”, “que
tiene”, “que incluye”, y “que contiene”, se han de interpretar como términos de extremos abiertos (es decir,
queriendo decir “que incluye, pero no se limita @”). La cita de intervalos de valores pretende meramente servir
como un método taquigrafico para referirse individualmente a cada valor independiente que cae dentro del
intervalo, excepto que se indique de otro modo en la presente memoria, y cada valor independiente se incorpora
en la memoria descriptiva como si se citase individualmente en la presente memoria. Los puntos finales de todos
los intervalos estan incluidos dentro del intervalo, y se pueden combinar de forma independiente. Todos los
métodos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo en un orden adecuado excepto que se
indique de otro modo en la presente memoria o se contradiga claramente de otro modo por el contexto. El uso de
todos y cada uno de los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, “tal como”), pretende meramente ilustrar
mejor la invencion y no plantea una limitacion sobre el alcance de la invencion excepto que se reivindique de otro
modo. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva debe interpretarse que indica cualquier elemento no
reivindicado como esencial para la practica de la invencién como se usa en la presente memoria.

Los compuestos quimicos se describen usando nomenclatura estandar. Excepto que se defina de otro modo,
todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo significado que el
entendido normalmente por alguien de pericia en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Las formulas incluyen todas las subformulas de las mismas. Por ejemplo, las féormulas I-VI incluyen sales
farmacéuticamente aceptables, profarmacos y otros derivados, hidratos, polimorfos, y de los mismos.

Todas las formas (por ejemplo, solvatos, isomeros 6pticos, formas enantioméricas, polimorfos, compuesto libre y
sales) de un agente activo se pueden emplear solas o en combinacion.

En ciertas situaciones, los compuestos de las férmulas pueden contener uno o mas elementos asimétricos tales
como centros estereogénicos, incluyendo centros quirales, ejes estereogénicos y similares, por ejemplo atomos
de carbono asimétricos, de manera que los compuestos pueden existir en diferentes formas estereoisoméricas.
Estos compuestos pueden ser, por ejemplo, racematos o formas dpticamente activas. Para compuestos con dos
0 mas elementos asimétricos, estos compuestos pueden ser adicionalmente mezclas de diasteredmeros. Para
compuestos que tienen centros asimétricos, se deberia entender que todos los isémeros 6pticos y sus mezclas
estan englobados. Ademas, los compuestos con dobles enlaces carbono-carbono pueden aparecer en formas Z
y E, estando todas las formas isoméricas de los compuestos incluidas en la presente invencion. Las férmulas I-VI
incluyen todas las formas quirales, estereoisdmeros, diastereémeros, y enantiomeros de los compuestos de
férmula I-VI.

Un guidn (“-“) que no esta entre dos letras o simbolos se usa para indicar un punto de union para un sustituyente.
Por ejemplo, -(CHa)cicloalquilo de Cs-C7 esta unido a través del carbono del grupo metilénico (CHy).

ilo, acetilo y propanoilo.

“Alquilo” es un grupo hidrocarbonado alifatico saturado de cadena ramificada o lineal, que tiene el ndmero
especificado de atomos de carbono, generalmente de 1 a alrededor de 12 atomos de carbono. El término alquilo
de C+-C4, como se usa en la presente memoria, indica un grupo alquilo que tiene de 1 a alrededor de 4 atomos
de carbono. Otras formas de realizacion incluyen grupos alquilo que tienen de 1 a 8 atomos de carbono, 1 a 6
atomos de carbono, o de 1 a 2 atomos de carbono, por ejemplo alquilo de C+-Cs, alquilo de C+-Cs, y alquilo de
Cq-Ca.

“Alguenilo” es una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que comprende uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono insaturados, que puede aparecer en cualquier punto estable a lo largo de la cadena. Los
grupos alquenilo descritos en la presente memoria tienen el nimero indicado de atomos de carbono. Alquenilo
de C,-Cs indica un grupo alquenilo de 2 a alrededor de 6 atomos de carbono. Cuando no se indica ningun
numero de atomos de carbono, los grupos alquenilo descritos en la presente memoria tienen tipicamente de 2 a
alrededor de 12 atomos de carbono, aunque se prefieren grupos alquenilo inferior, que tienen 8 o menos atomos
de carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen grupos etenilo, propenilo, y butenilo.

“Alcoxi” indica un grupo alquilo como se define anteriormente con el numero indicado de atomos de carbono
unidos a través de un puente de oxigeno (-O-). Los ejemplos de alcoxi incluyen, pero no se limitan a, metoxi,
etoxi, n-propoxi, i-propoxi, n-butoxi, 2-butoxi, t-butoxi, n-pentoxi, 2-pentoxi, 3-pentoxi, isopentoxi, neopentoxi,
n-hexoxi, 2-hexoxi, 3-hexoxi, y 3-metilpentoxi. Los grupos alcoxi incluyen, por ejemplo, grupos metoxi.
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“Halo” o “halégeno indica fluoro, cloro, bromo, y yodo.

Las “sales farmacéuticamente aceptables” incluyen derivados de los compuestos descritos en los que el
compuesto parental se modifica obteniendo sales de adicion de acidos o bases inorganicas y organicas, no
toxicas, de los mismos. Las sales de los presentes compuestos se pueden sintetizar a partir del compuesto
parental que contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales
sales se pueden preparar haciendo reaccionar formas de acidos libres de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base apropiada (tal como hidroxido, carbonato, bicarbonato, o similar, de Na, Ca, Mg, o K),
o haciendo reaccionar formas de bases libres de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido
apropiado. Tales reacciones se llevan a cabo tipicamente en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla
de los dos. Generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol, o
acetonitrilo, cuando sea posible. Las sales de los presentes compuestos incluyen ademas solvatos de los
compuestos y de las sales de los compuestos.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos minerales u
organicos de restos basicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de restos acidos tales como acidos
carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales no toxicas convencionales y
las sales de amonio cuaternario del compuesto parental formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u
organicos no toéxicos. Por ejemplo, las sales de acidos no tdxicas convencionales incluyen las derivadas de
acidos inorganicos tales como clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, sulfamico, fosférico, nitrico, y similar; y las sales
preparadas a partir de acidos organicos tales como acético, propionico, succinico, glicélico, estearico, lactico,
malico, tartarico, citrico, ascorbico, pamoico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico,
mesilico, esilico, besilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico,
etanodisulfonico, oxalico, isetiénico, HOOC-(CH;),-COOH, en el que n es 0-4, y similar. En Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., p. 1418 (1985), por ejemplo, se
pueden encontrar listas de sales adecuadas adicionales. Otras sales ejemplares son las sales aminicas del
grupo acido fosfonico o fosfinico, incluyendo sales de aminas organicas tales como sal de trietilamina, sal de
piridina, sal de picolina, sal de etanolamina, sal de trietanolamina, sal de diciclohexilamina, sal de N,N’-
dibenciletilendiamina, y similar; y sales de aminoacidos tales como arginato, asparginato, glutamato, y similar; y
combinaciones que comprenden una o mas de las sales anteriores.

Aungue la invencién se ha descrito haciendo referencia a una forma de realizacion preferida, se entendera por un
experto en la materia que se pueden introducir diversos cambios y se pueden sustituir equivalentes por sus
elementos sin separarse del alcance de la invencion. Ademas, se pueden introducir muchas modificaciones para
adaptarla a una situacién particular o material a las ensefianzas de la invencién sin apartarse de su alcance
esencial. Por lo tanto, se pretende que la invencion no esté limitada a la forma de realizacién particular descrita
como el mejor modo contemplado para poner en practica esta invencion, sino que la invencién incluira todas las
formas de realizacién que estan comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Todas las patentes, solicitudes de patente, y otras referencias citadas se incorporan a la presente memoria como
referencia en su totalidad.

Abreviaturas:

5-AMP, 5’-monofosfato de adenosina;

CSQ, calsecuestrina;

DIBAL-H, hidruro de diisobutilaluminio;

DMEM, medio de Eagle modificado de Dulbecco;

FS, acortamiento fraccionario;

HEPES, acido N-2-hidroxietilpiperazin-N-2-etanosulfénico;
HPLC, cromatografia de liquidos de altas prestaciones;
HRMS, espectroscopia de masas de alta resolucién;

LV, ventriculo izquierdo;

LVEDD, diametro diastdlico final del ventriculo izquierdo;
LVESD, diametro sistdlico final del ventriculo izquierdo;

MRS2339, (1'S,2'R,3'S,4'R,5’S)-4-(6-amino-2-cloro-9H-purin-9-il)-1-[fosforiloximetil]biciclo[3.1.0]hexano-2,3-
diol;

NS, disolucion salina normal;

PLC, fosfolipasa C;

SAR, relacion estructura-actividad;
TBAF, fluoruro de tetrabutilamonio;
TBAP, fosfato de tetrabutilamonio;
TBDPS-CI, terc-butil(cloro)difenilsilano;
THF, tetrahidrofurano;
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TEAA, acetato de. trietilamonio

Esquemas

Esquema 1: Reactivos y condiciones: a) terc-Butilclorodifenilsilano, imidazol, DMAP, CH.Cl; an., 93%; b)
DIBAL-H, THF an., 82%; c) cloruro de metanosulfonilo, trietilamina, Chic12 an., 96%; d) Nal, 65°C, 1,4-dioxano
an., 95%; e) fosfito de trietilo, 110°C; f) TBAF, THF, 88%.

Esquema 2: Reactivos y condiciones: a) trifenilfosfina, 2,6-dicloropurina, azodicarboxilato de diisopropilo, THF
an., 75%; b) NHz 2 M en i-PrOH, 70°C, 80% para 9, 79% para 11; c) yodotrimetilsilano, CH2Cl; an., 23% para 4 y
27% para 5; d) trifenilfosfina, 6-cloropurina, azodicarboxilato de diisopropilo, THF an., 87%.

Esquema 3: Reactivos y condiciones: a) peryodinano de Dess-Martin, CH2Cl2 an., 80%; b) metilendifosfonato de
tetraisopropilo, NaH, THF an., 83%; c) NHs 2 M en i-PrOH, 70°C, 80%; d) Pd al 10%/C, Hz (3 bares),
MeOH:NaOH ac. 2M (1:1, v/v), 79%; e) yodotrimetilsilano, CH2Cl, an., 47% para 10 y 28% para 7; d)
trifenilfosfina, 6-cloropurina, azodicarboxilato de diisopropilo, THF an., 87%.

Esquema 4: Reactivos y condiciones: a) peryodinano de Dess-Martin, CH2Cl2 an., 72%; b) metilendifosfonato de
tetraisopropilo, NaH, THF an., 48%; c) TBAF, THF, 88%; d) trifenilfosfina, 6-cloropurina, azodicarboxilato de
diisopropilo, THF an., 85%; e) NH3z 2 M en -PrOH, 70°C, 85%; e) yodotrimetilsilano, CH.Cl; an., 78%.

Esquema 5: Reactivos y condiciones: a) Pd al 10%/C, H, (3 bares), MeOH, 72%; b) trifenilfosfina,
2,6-dicloropurina, azodicarboxilato de diisopropilo, THF an., 40%; c) NHs; 2 M en -PrOH, 70°C, 71%; d)
yodotrimetilsilano, CH.Cl, an., 45%.

Esquema 6: Reactivos y condiciones: a) CBry, trifenilfosfina, trietilamina, 81%; b) fosfito de dietilo y metilo, 110°C,
95%; c) TBAF, THF, 91%, d) trifenilfosfina, 2,6-dicloropurina, azodicarboxilato de diisopropilo, THF an., 75%; €)
NH3 2 M en i-PrOH, 70°C, 60%; f) yodotrimetilsilano, CH,Cl» an., 20% de rendimiento combinado.

Esquema 7: A) Analisis retrosintético de 5'-fosfonato y 5-metilfosfonatos de derivados de (N)-metanocarba
adenina o 2-Cl adenina. B) Analisis retrosintético de 5’-fosfonatos de cadena larga saturados e insaturados de
derivados de (N)-metanocarba adenina o 2-Cl adenina.

Esquema 1a: Reactivos y condiciones: a) acido trifluoroacético acuoso al 10%, 60%; b) i) cloruro de tiofosforilo,
1,8-bis-(dimetilamino)naftaleno (esponja de protones), piridina, ii) paralizar la reaccién con bicarbonato de
tetraetilamonio (TEAB); c) i) cloruro de tiofosforilo, 1,8-bis-(dimetilamino)naftaleno (esponja de protones), piridina,
ii) paralizar la reacciéon con EtOH; d) trifenilfosfina, I, imidazol, THF anhidro, 74%, e) Dowex-50, MeOH:H;0 (1:1,
v/v), 70°C; f) O,O-dietiltiofosfato de sodio, EtOH; THF; g) tiofosfato de trisodio, H-O, 57%; h) sal potasica de
ditiofosfato de dietilo, DMF.

Esquema 2a: Reactivos y condiciones: a) NHz 2 M en -PrOH, 70°C, 68%; b) LiBD4, THF anhidro, 72%; c) i) N,N*-
dietilfosforamidito de di-t-butilo, THF anhidro, tetrazol; ii) acido m-cloroperbenzoico, 76%; d) resina Dowex-50,
MeOH:H,0 (1:1, v/v) 70°C.

Esquema 3a: Reactivos y condiciones: a) trifenilfosfina, 6-cloro-2-yodopurina, azodicarboxilato de diisopropilo,
THF an., 70%; b) NH3 2 M en -PrOH, 70°C, 64%; c) yodotrimetilsilano, CH,Cl» an., 49% para 7; d) Dowex-50,
MeOH:H,0 (1:1, v/v), 70°C, 3 h, 49% para 16, e) i) trimetilsililacetileno, Pd(Phs)s4,Cul, TEA, DMF anhidra ii) TBAF,
THF anhidro.

Esquema 4a: Reactivos y condiciones: a) peryodinano de Dess-Martin, CH2Cl, an.; b) metilendifosfonato de

tetraetilo, NaH, THF an.; c) NHsz 2 M en i-PrOH, 70°C; d) O-nitrobencenosulfonilhidrazida, EtsN, CH2Cly; €)
Dowex-50, MeOH:H,0 (1:1, v/v), 70°C.
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Tabla 1. Analogos de fosfonatos: estructura y efectos sobre la funcion cardiaca in vivo segun se determina
mediante FS derivado de ecocardiografia en ratones CSQ con insuficiencia cardiaca.

N° Estructura FSen "éggaratones n=
3 15,47 £ 1,15 10
4 20,25 +1,19 8
5 16,23 £ 0,93 13
7 12,12 +1,2 11
8 13,88+ 2,12 8
9 19,26 + 1,23 16
10 11,15 1,44 12
11 15,0+ 1,2 10
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12 | | ND |
@a 3,3 uM. Los ratones del control de vehiculo presentaron un %FS de 13,78 + 1,19% (n=16). ND — no
determinado.

Tabla 2. Nuevos analogos de fosfato y fosfonato: estructura y efectos sobre la funcién cardiaca in vivo segun se
determina mediante FS derivado de ecocardiografia en ratones CSQ con insuficiencia cardiaca.

N° | Estructura | FS en % en ratones CSQ® | n=
Nucleotidos cargados
7a E 10,33+ 1,77 5
MRS2972
Nucleotidos enmascarados
9a 8,58 + 2,09 4
MRS2944
N,
o N
10a p&#\' M
B 50 i
HG  m
MRS4075
M
) O a',_'N’.\ L
11a gt N 12,94 £ 0,98 6
.‘{\ 4'. .___:
ST MO O
MRS2978
MH,
{‘;_N e
16a - ND, Ningun efecto esperado
17a
HG  on
MRS4072
@a 10 uM. Los ratones del control de vehiculo presentaron un %FS de 7,13 + 1,49% (n= 4). Los ratones CSQ
usados en la presente memoria fueron fenotipicamente mas severos que los ratones usados para los datos
en la Tabla 1. 2
ND — no determinado.
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Esquema 2
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Esquema 7B
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Esquema 4a
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Esquema 7B
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5 Esquema 3a
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Esquema 4a
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP de férmula (1)

R1
1
RSN N
1

()
P/ ‘I’OH

R4/ \ 5 z
R z
5 CH )
un isémero enriquecido en deuterio del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que
Q'esOo0S:
10
R' es hidrégeno o N(R®)y;
R%es hidrégeno, alquinilo de C»-C+2 o halégeno;
15 R3es hidrégeno;
R* y R® se seleccionan independientemente de entre hidroxilo o alcoxi de C1-C12;
o alternativamente, R* y R® forman una estructura ciclica de 5 0 6 miembros con el atomo de fosforo en la
20 que la estructura ciclica contiene por lo menos dos atomos de oxigeno y por lo menos 2 o 3 atomos de
carbono;

R® se selecciona independientemente de entre hidrégeno o alquilo de C4-C1y; e

25 Y es un grupo enlazante enlazado al atomo de fésforo mediante un atomo de carbono seleccionado de entre
alquileno de C+-Cs 0 alquenileno de C+-Cs.

2. Derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP segun la reivindicacion 1, caracterizado por que
30 Q'es O;
R' es N(R®), en el que cada R°® es hidrégeno;
y R? es halégeno.
35
3. Derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP segun la reivindicacion 2, caracterizado por que

Y es un alquileno de C+-Ce.

4. Derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP segun la reivindicacion 1 seleccionado de entre
40
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5. Composicién farmacéutica que comprende el derivado de N-metanocarba de fosfonato o fosfinato de AMP
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

6. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5, para su utilizacion en el tratamiento de una enfermedad
o afeccion cardiaca o vascular sensible a la activacion del receptor P2X cardiaco y/o vascular en un sujeto
mamifero que lo necesite.

7. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5, para su utilizacion en la mejora del funcionamiento
contractil cardiaco o de la funcién cardiaca en un mamifero que la necesite.

8. Composicidon farmacéutica segun la reivindicacion 5, para su utilizacion en el tratamiento de hipertrofia
cardiaca, insuficiencia cardiaca sistdlica, insuficiencia cardiaca diastélica, cardiomiopatia isquémica,
cardiomiopatia no isquémica, o remodelado cardiaco adverso tras dafio al corazén como resultado de
isquemia/reperfusion o causas no isquémicas en un sujeto mamifero que lo necesite.
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Figura 1A
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Figura 1B
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Figura 2
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Figura 3

Unidad de fluorescencia relativa
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Figura 4

La infusién durante 2 semanas de MRS2978 causé un
acortamiento fraccionario del corazén intacto mejorado in vivo

15+
104
§° 1
5
0 y

NS, n=4 frente a MRS2978, n=6, P<0,01
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Figura 5A

La infusion durante 2 semanas de MRS2978 causd un grosor
conservado de la pared posterior del LV en la sistole
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Figura 5B

La infusién durante 2 semanas de MRS2978 causé un
engrosamiento septal mejorado del LV en la sistole
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Figura 5c

La infusién durante 2 semanas de MRS2978 causé un grosor
conservado de la pared posterior del LV en la sistole
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