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DESCRIPCION

Nuevos derivados éster 2' y/o 5' de fosforamidato de aminoacidos de la 3'-desoxiadenosina como compuestos
anticancerigenos

La presente invencion se refiere a compuestos quimicos, los compuestos para uso en un método de tratamiento,
particularmente en un método de profilaxis o tratamiento para el cancer, un proceso para la preparacion de los
compuestos y composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos.

Particularmente, aunque no exclusivamente, la presente invencién se refiere a compuestos quimicos para uso en el
tratamiento de leucemia, linfoma y/o tumores sélidos en homo sapiens.

La cordicepina es 3'-desoxiadenosina (3'dA). Es un analogo de nucledsido de la adenosina que carece del grupo 3'-
hidroxilo en la unidad estructural ribosa.

La cordicepina es una de las principales sustancias bioactivas producidas por Cordyceps militaris, un hongo parasito
utilizado en la medicina tradicional china debido a su activador inmunolégico, efectos antienvejecimiento y
antitumorales. Se hace referencia a Tuli, H. S. et al 3 Biotech (2014) 4: 1-12.

La cordicepina puede producirse sintéticamente a partir de adenosina. Se hace referencia a tales procedimientos
sintéticos a Robins, J. R. et al J. Org. Chem. 1995, 60, 7902-7908 and Aman, S. et al Organic Process Research &
Development 2000, 4, 601-605.

Se ha estudiado la Cordicepina mas ampliamente como un agente contra el cancer.

Debido a su estructura, 3'dA y su forma de trifosfato podrian interferir potencialmente con cualquier proceso que
requiera adenosina o adenosina trifosfato (ATP).

Después de la administracién, 3'dA, sin embargo, se desamina rapidamente por la adenosina desaminasa (ADA), y
se metaboliza rapidamente a un metabolito inactivo, 3'-desoxiinosina, en vivo. Se hace referencia a Tsai, Y-J et al J.
Agri. Food Chem. 58 4638-43 (2010).

Como se describe en Glazer, R. et al Cancer Research 38, 2233-2238 (1978), se ha demostrado que la cordicepina
exhibe una potencia anticancerosa cuando se usa en combinacién con un inhibidor de la adenosina desaminasa, como
pentostatina (2-desoxicoformicina, dCF) . También se han propuesto otros inhibidores de la ADA como cofarmacos
alternativos para administrar con cordicepina, pero es la combinacion de 3'dA-dCF que se ha empleado en ensayos
clinicos. Como se reconoce en Wehbe-Janek, H. et al Anticancer Research 27: 3143-3146 (2007), la 2-
desoxicoformicina es, sin embargo, un farmaco relativamente toxico.

También se sabe que la 2-fluorocordicepina (3'desoxi-2-fluoroadenosina) es citotdxica (véase, por ejemplo,
Montgomery et al, J. Med. Chem., 1969, 12 (3), 498-504 y Dickinson et al, J. Med. Chem., 1967, 10 (6), 1165-1166).

La 2-clorocordicepina (3'desoxi-2-fluoroadenosina) ha sido evaluada por su actividad antiviral (Rosowsky et al. J. Med.
Chem., 1989, 32, 1135-40).

El documento WO 2006/063149 divulga nucledsidos y composiciones farmacéuticas que comprenden tales
compuestos con actividad antiviral y anticancerigena.

El documento WO 2012/040126 divulga analogos de nucledtidos de fosforoamidato, métodos para sintetizar analogos
de nucledtidos de fosforoamidato y métodos para tratar enfermedades y/o condiciones tales como infecciones viricas,
cancer y/o enfermedades parasitarias con analogos de nucleétidos de fosforoamidato.

La presente invencion tiene como su objeto una solucién al problema de mejorar la potencia de un 3'-desoxinucledsido
a base de purina, como se ejemplifica con cordicepina(3'-desoxiadenosina), en un método de profilaxis o tratamiento,
particularmente, aunque no exclusivamente, en quimioterapia contra el cancer, incluida la quimioterapia para tratar la
leucemia, el linfoma y/o los tumores solidos.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar una solucién al problema de los 3'-desoxinucledsidos a
base de purina, como se ejemplifica con cordicepina (3'-desoxiadenosina), en la administracién que se desamino
mediante ADA y luego se metaboliza rapidamente a un metabolito inactivo.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar una solucién al problema de los 3'-desoxinucledsidos a
base de purina, como se ejemplifica con cordicepina (3'-desoxiadenosina), en la administracién que se desamino
mediante ADA y luego se metaboliza rapidamente a un metabolito inactivo, para obviar por completo, o reducir al
menos en cierta medida, la necesidad de coadministrar un inhibidor de la ADA cuando se emplea un 3'-
desoxinucledsido a base de purina en un método de profilaxis o tratamiento, en particular, aunque no exclusivamente,
en quimioterapia contra el cancer, incluida la quimioterapia para tratar la leucemia, el linfoma y/o los tumores sélidos.
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De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona 3'-desoxiadenosina-5'-O-[fenil(benciloxi-
L-alaninil)] fosfato

NH,
N
I
0 2
I N N
0-P-0
NH 0
o
OH
o]

o una sal, éster, sal de un éster o solvato farmacéuticamente aceptable del compuesto del mismo.

Los compuestos de la presente invencion son 3'-desoxinucledsidos a base de purina en los que cada una de las
posiciones del sustituyente 3' en la unidad estructural de azicar del nucledsido esta ocupada por H.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona 3'-desoxiadenosina-5'-O-[fenil(benciloxi-L-
alaninil)Jfosfato

Las siguientes afirmaciones se aplican a los compuestos del primer y/o segundo aspecto. Estas declaraciones son
independientes e intercambiables. En otras palabras, cualquiera de las caracteristicas descritas en una cualquiera de
las siguientes afirmaciones puede (donde se permita quimicamente) combinarse con las caracteristicas descritas en
una o mas de las siguientes afirmaciones a continuacion. En particular, cuando un compuesto se ejemplifica o ilustra
en esta especificacion, cualquiera de las dos o mas de las declaraciones a continuacion que describen una
caracteristica de ese compuesto, expresada en cualquier nivel de generalidad, pueden combinarse para representar
el asunto que se contempla como formando parte de la divulgacion de esta invencion en esta especificacion.

En la presente especificacion, el término "aminoacido alfa de origen natural" significa un aminoacido, que puede tener
estereoquimica L o D, seleccionado del grupo que consiste en glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina,
tirosina, triptéfano, serina, treonina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina,
cisteina y metionina. En la presente especificacion, una cadena lateral de un aminoacido alfa de origen natural es, por
lo tanto, un miembro seleccionado del grupo que consiste en H, CHs, -CH(CHj3),, -CH2CH(CH3)2,-CH(CH3)(CH2CHs3),
-CH2Ph, -CH,Ph-OH, -CH.SH, -CH2CH2SCHG, -CH,0H,-(CH3)(OH), -CH,CH2CH2CH2NH3*, -
CH2CH>CH2NHC(=NH2*)NH>, -CH>C(O)O-, -CH2CH>C(O)O-, -CH2C(O)NHz, -CH2CH2C(O)NH,,

/

>ﬂ fj\

3'- desoxiadenosina- 5'- O-[fenil(benciloxi-L-alaninil)]fosfato;

\

El compuesto de la invencion es:

y sales, ésteres, sales de un éster o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En ciertas realizaciones, el compuesto de la invencién no es: (2S)-isopropil-2-((((((2S, 4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-
il)-4- hidroxitetrahidrofuran-2-il) metoxi) (fenoxi) fosforil) amino) propanoato.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto de la presente invencion
para uso como un medicamento. El compuesto puede ser para uso en la profilaxis o tratamiento del cancer.
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De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto de la presente invencion
para uso en la profilaxis o el tratamiento del cancer.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencioén, se proporciona un compuesto de la presente invencion
para uso en el tratamiento de células madre cancerosas en el tratamiento del cancer.

Con respecto a cada uno de los aspectos tercero, cuarto y quinto de la presente invencion, las realizaciones de la
invencion comprenden un cancer seleccionado entre tumores hematoldgicos y solidos. En particular, el cancer puede
seleccionarse del grupo que consiste en leucemia, mieloma multiple, cancer de higado, cancer de mama, cancer de
cabeza y cuello, neuroblastoma, carcinoma de tiroides, cancer de piel (incluido el melanoma), carcinoma oral de
células escamosas, cancer de vejiga urinaria, tumor de células de Leydig, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer
de pulmén (células no pequenias y células pequefias), cancer biliar, cancer de pancreas, sarcoma, cancer de proéstata,
cancer del sistema nervioso central, sarcoma de Ewing, colangiocarcinoma y canceres ginecologicos, incluido el
cancer de ovario, cancer uterino y cancer de cuello uterino, incluido el epitelio carcinoma de cuello uterino. En
realizaciones preferidas, el cancer es leucemia o linfoma, por ejemplo un cancer seleccionado del grupo que consiste
en leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia linfocitica
aguda, leucemia mielégena cronica, leucemia linfocitica cronica, leucemia monoblastica, leucemia de células pilosas,
linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin. En realizaciones adicionales preferidas, el cancer es leucemia linfoblastica
aguda.

Cada uno de los aspectos tercero, cuarto y quinto de la invencion puede comprender realizaciones para tratar el cancer
empleado en combinacion con ofra terapia contra el cancer. Ejemplos de otras terapias contra el cancer incluyen
radioterapia y/u otra quimioterapia. Sin estar limitado por la teoria o el mecanismo, se ha informado (por ejemplo,
Robertson, JB et al Int. J. Radiat. Biol. Relat. Stud. Phys. Chem. Med. 1978 34 (5): 417-29, Hiraoka, W . et al Radiat.
Res. (1988) 114 (2): 231-9 y Hiraoka, W. et al. J. Radiat. Res. (Tokyo) (1990) 31 (2): 156-61) que la 3'-desoxiadenosina
inhibe la reparacioén del dafio en el ADN inducido por rayos X. En ciertas realizaciones preferidas de cada uno de los
aspectos tercero, cuarto y quinto de la presente invencion, los compuestos de la invencion son para uso en, o se usan
en, un método de tratamiento del cancer que comprende la administraciéon a un paciente que necesita tal tratamiento
un compuesto de la presente invencion en conjuncion con radioterapia.

Con respecto a cada uno de los aspectos tercero, cuarto y quinto de la presente invencion, realizaciones adicionales
de la invencién comprenden compuestos de la invencién para uso en, o se usan en, un método de profilaxis o
tratamiento del sindrome mielodisplasico.

Sin estar limitado por la teoria o el mecanismo: Tuli et al (supra) informaron que la cordicepina, ademas de tener
actividad antitumoral y apoptética, también muestra actividades antioxidantes, antiinflamatorios, antimalaricos,
antifingicos, inmunomoduladores, anti-diabético/hipoglicémicas, esteroidogénesis y anti-envejecimiento; Vodnala, S.
K. et al J. Med. Chem. 2013, 56, 9861-9873 informaron que cada uno de cordicepina y 2-fluorocordicepina muestran
actividad antiparasitaria; Ahn, Y. J. et al., J. Agric. Food Chem. 2000 48 (7) 2744-8 informaron que la cordicepina
muestra actividad antibacteriana y de Julian-Ortiz J. V. et al J. Med. Chem. 1999 42 (17) 3308-14 informaron que la
cordicepina muestra actividad antiviral; Sugar et al, Antimicrob. Agents. Chemoter 1998 42 (6) 1424-7, mostr6 que la
cordicepina tiene actividad antifingica. Con respecto a cada uno de los aspectos tercero, cuarto y quinto de la presente
invencion, las realizaciones de la invencion comprenden compuestos de la invencion para uso en, o se usan en, un
método de profilaxis o tratamiento de un paciente con una enfermedad o condicién en necesidad de al menos un
tratamiento seleccionado del grupo que consiste en actividades antioxidantes, antiinflamatorios, antipaludicos,
antifingicos, inmunomoduladores, antidiabéticos/hipoglucemiantes, esteroidogénesis, antienvejecimiento,
antiparasitarios, antibacterianos y antiviral

Con respecto a cada uno de los aspectos tercero, cuarto y quinto de la invencion, las realizaciones de la invencion
comprenden compuestos de la presente invencion para uso en, o se usan en, un método de profilaxis o tratamiento
en el que el método no emplea la administracion de un co-farmaco que es un inhibidor de la adenosina desaminasa.
A diferencia del compuesto original, la cordicepina, que tipicamente necesita ser coadministrada con un inhibidor de
la ADA, para ser efectiva, puede ser que los compuestos de la invencién no requieran tal coadministracion.

Sin embargo, un inhibidor de ADA puede emplearse como un co-farmaco, si se desea, con respecto a cada uno de
los aspectos tercero, cuarto y quinto de la invencion. Un inhibidor de ADA adecuado para la coadministracion con un
compuesto que incorpora la presente invencién es hidroxiurea o pentastatina.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencidn, se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto de la presente invencion en combinacion con un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se divulga un método para preparar una composicion farmacéutica que comprende la etapa
de combinar un compuesto de la presente invencion con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Se ha encontrado sorprendentemente que los compuestos que incorporan la presente invencion tienen una actividad
farmacéutica mejorada, particularmente una actividad anticancerigena mejorada, en comparacién con el 3'-

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2742 167 T3

desoxinucledsido basado en purina progenitora, especialmente cuando se emplean en el tratamiento de leucemia,
linfoma y/o tumores sélidos.

El aumento de la actividad se ha encontrado en ausencia de la administracién de un co-farmaco para inhibir la
adenosina desaminasa, en comparacion con el nucleésido basado en purina original administrado en ausencia de un
co-farmaco para inhibir la ADA.

La presente invencién proporciona asi inesperadamente un medio para emplear un derivado de 3'-desoxiadenosina,
o un derivado de un analogo de 3'-desoxiadenosina, como agente farmacéutico, particularmente como agente
anticanceroso, que mitiga el problema de la desaminacién mediante adenosina desaminasa, aunque evita por
completo, si se desea, el uso de un co-farmaco que sea un inhibidor de la adenosina desaminasa, incluida la 2-
desoxicoformicina, que es relativamente toxica.

Sin limitarse a ninguna teoria, la eficacia, particularmente la eficacia contra el cancer, mostrada por los compuestos
de la presente invencién demuestra que los compuestos 3'-desoxinucledsidos de la presente invencion se fosforilan
intracelularmente a trifosfato de 3'-desoxiadenosina, o al trifosfato de un analogo de 3'-desoxiadenosina.

Ninguna de las actividades intracelulares anteriores de los compuestos de la presente invencion podria haberse
predicho de antemano.

Los beneficios anteriores se suman a la permeabilidad de la membrana celular mejorada de los nucledsidos de
fosforamidato de la presente invencion, en comparacion con el progenitor 3'-desoxiadenosina o el progenitor analogo
de 3'-desoxiadenosina, donde la permeabilidad mejorada de la membrana celular es atribuible a la estructura de
fosforamidato de los compuestos presentes. El beneficio de una permeabilidad de la membrana celular mejorada no
puede, ademas, suponerse que esta presente a priori para el fosforamidato de cualquier nucledsido. Se cree que los
compuestos de la presente invencion son el primer ejemplo de un fosforamidato de un 3'-desoxinucledsido para
mostrar una potencia anticancer mejorada, en relacién con su 3'-desoxinucledsido progenitor. El beneficio de la
permeabilidad de la membrana celular mejorada por los compuestos de la presente invencion es, por lo tanto,
sorprendente.

Las realizaciones preferidas de los compuestos de la presente invencién tienen, en combinacion, las caracteristicas
expuestas anteriormente con respecto a las realizaciones de los compuestos de la invencion.

La invencién proporciona un compuesto de la invencion para uso en el direccionamiento hacia las células madre de
cancer.

La divulgacion proporciona el uso de un compuesto de la invencion en la fabricacion de un medicamento para el
direccionamiento hacia las células madre de cancer.

La divulgacion proporciona un método para apuntar a las células madre de cancer, comprendiendo el método
proporcionar una poblacién de células madre de cancer con una cantidad de un compuesto de la invencién suficiente
para apuntar a tales células madre de cancer.

El direccionamiento de células madre cancerosas a las que se hace referencia en la presente invencion se puede
emplear en la prevencion o el tratamiento del cancer. En tales realizaciones, la poblacién de células madre cancerosas
puede estar en una condicidn cancerosa o precancerosa en un paciente que necesita tal direccionamiento, y el método
puede comprender administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencion.

La invencién proporciona un compuesto de la invencién para uso como un medicamento de células madre contra el
cancer. Este uso de un compuesto de la invencién también puede emplearse en la prevencioén o tratamiento del cancer.

La invencion proporciona un compuesto de la invencién para uso en la prevencion o tratamiento del cancer en un
paciente seleccionado para tal tratamiento mediante un método que comprende:

analizar una muestra bioldgica representativa de cancer o una condicidn precancerosa en el paciente para detectar la
presencia de células madre cancerosas; en donde la presencia de células madre cancerosas en la muestra biolégica
indica que el paciente es adecuado para el tratamiento con un compuesto de la invencion.

Los métodos expuestos anteriormente pueden comprender ademas una etapa de prevencioén o tratamiento del cancer
o condicién precancerosa usando un compuesto de la invencion.

En realizaciones adecuadas de los métodos de la invencion, el cancer es recidivante o cancer refractario. Un
compuesto de la invencién se puede usar para el tratamiento de tal cancer recidivante o refractario.

La invencion proporciona un compuesto de la invencion para uso en el tratamiento de cancer refractario en un sujeto.
El sujeto puede ser un paciente humano. El sujeto puede ser un animal doméstico, por ejemplo mamifero.
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La invenciéon proporciona el uso de un compuesto de la invencién en la fabricaciéon de un medicamento para el
tratamiento de cancer recidivante o refractario en un sujeto. El sujeto puede ser un animal doméstico, por ejemplo
mamifero.

La invencién proporciona un compuesto de la invencién para uso en el tratamiento del cancer, en el que un compuesto
de la invencion es para uso a una dosis de entre aproximadamente 25 mg/m? y 4000 mg/m? por semana en al menos
un ciclo inicial de tratamiento, y luego para usar en una dosis semanal mas baja en al menos un ciclo adicional de
tratamiento. El cancer puede ser un cancer recidivante o refractario.

Diversos aspectos de la invencion se basan en el hallazgo de que un compuesto de la invencién es capaz de reducir
el nimero de células madre de cancer, y puede reducirlas preferentemente en comparacion con otros tipos de células.
Este hallazgo es sorprendente, ya que se sabe que las células madre de cancer son resistentes a muchos agentes
quimioterapéuticos, y no se ha sugerido previamente que un compuesto de la invencién, bien sea cordicina o 2-
fluorocordicepina, el compuesto profarmaco progenitor del cual se deriva un compuesto de la invencién, sean capaces
de dirigirse a las células madre de cancer. Por lo tanto, el hallazgo de que un compuesto de la invencién es capaz de
apuntar a las células madre de cancer y asi reducir su nimero, un hallazgo que los inventores han confirmado que es
aplicable en un amplio rango de canceres, representa un avance sorprendente que permite un rango de nuevas
aplicaciones terapéuticas de un compuesto de la invencion.

Las actividades bioldgicas ejercidas por los compuestos de la invencion, que no se han informado previamente, indican
que estos compuestos pueden proporcionar un tratamiento que probablemente sea efectivo en pacientes con canceres
recidivantes o refractarios. El tratamiento de este tipo, utilizando los compuestos de la invencién, puede provocar una
reduccion en el tamaio del tumor y/o una reduccién en los biomarcadores clinicamente relevantes, cualquiera de los
cuales puede estar asociado con un prondstico mas favorable. Adicionalmente, el tratamiento con un compuesto de
la invencion puede ayudar a mantener una reduccién en el tamafio de los tumores en pacientes con cancer recidivante
o refractario. Por consiguiente, el tratamiento que utiliza un compuesto de la invencion puede lograr una Tasa de
Control de la Enfermedad (DCR) alta y duradera en pacientes con canceres recidivantes o refractarios.

Sin desear estar limitados por ninguna hipétesis, los inventores creen que la capacidad de los compuestos de la
invencion para apuntar a las células madre de cancer contribuye a la utilidad terapéutica de estos compuestos en el
tratamiento del cancer recidivante o refractario.

Excepto cuando el contexto requiera otra cosa, las referencias dentro de esta divulgacién a un "uso" de un compuesto
de la invencion de acuerdo con la invencidon pueden tomarse como aplicables a cualquiera de los usos médicos de los
compuestos de la invencion descritos en el presente documento. De manera similar, las referencias a los "métodos"
de la invenciéon que usan un compuesto de la invencion se deben tomar como aplicadas a cualquiera de los métodos
de la invencién descritos aqui.

La capacidad de un compuesto de la invencién para atacar a las células madre de cancer proporciona nuevas terapias
dirigidas contra aquellas células cancerosas que se consideran mas dificiles de tratar y que se considera que
desempefian un papel importante en la resistencia que limita la efectividad de muchas terapias contra el cancer
existentes. Esta capacidad también proporciona una forma de apuntar a las células que se cree que estan asociadas
con el desarrollo, la progresion, la recurrencia y la propagacion de los canceres. Por consiguiente, se reconocera que
esta actividad de células madre anticancerigenas de un compuesto de la invencion produce beneficios en contextos
en los que se han buscado terapias nuevas y efectivas durante mucho tiempo.

Breve descripcion de las figuras.

Las realizaciones de la invencion se describen adicionalmente a continuacion con referencia a los dibujos adjuntos,
en los que:

Figura 1. Comparacion de los valores de LD%° para Cordicepina, Compuesto A, 2-F-Cordicepina y Compuestos
comparativos O, P, Q y R. Todos los ensayos se realizaron usando células KG1a y los datos se presentan como media
(x SD) de cinco experimentos independientes.

Figura 2. Analisis de la capacidad de direccionamiento de células madre leucémicas (LSC) de Cordicepina y
Compuesto A. Los datos generados previamente (ii) se muestran para comparacion. Todos los datos son la media (+
SD) de tres experimentos independientes.

Figura 3. Analisis de la capacidad de direccionamiento de LSC de 2-F-Cordicepina y Compuestos comparativos O, P,
Qy. Todos los datos son la media (+ SD) de tres experimentos independientes.

Figura 4. Comparacion de la capacidad de direccionamiento de LSC de 2-F-Cordicepina y cada proTide. Todos los
datos son la media (+ SD) de tres experimentos independientes.

Descripcion detallada
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Como se usa en el presente documento, el término "alquilo" se refiere a un radical de hidrocarburo ciclico o aciclico
monovalente saturado lineal o ramificado (excepto cuando el contexto requiere otra cosa), que tiene el nimero de
atomos de carbono indicado (o cuando no se indica, un grupo alquilo aciclico puede tener 1-20, 1-18, 1-10, 1-6 o0 1-4
atomos de carbono y un grupo alquilo ciclico puede tener 3-20, 3-10 o 3-7 atomos de carbono), opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados independientemente del grupo expuesto anteriormente con
respecto a los sustituyentes que pueden estar presentes en Ry, Rz, R3 y Ra. A modo de ejemplos no limitantes, los
grupos alquilo pueden incluir metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, octilo, nonilo y dodecilo.

Como se usa en el presente documento, el término "alquenilo” se refiere a un radical de hidrocarburo aciclico o ciclico
monovalente insaturado lineal o ramificado (excepto cuando el contexto requiera otra cosa) que tenga uno o mas
enlaces dobles C=C y que tenga el nimero de atomos de carbono indicado (o donde no se indica, un grupo alquenilo
aciclico puede tener 2-20, 2-10, 2-6 o 2-4 atomos de carbono y un grupo alquenilo ciclico puede tener 3-20 o 5-7
atomos de carbono), opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados independientemente
del grupo expuesto anteriormente con respecto a los sustituyentes que pueden estar presentes en Ry, R2, Rz y Ra. A
modo de ejemplos no limitantes, los grupos alquenilo pueden incluir vinilo, propenilo, butenilo, pentenilo y hexenilo.

Como se usa en el presente documento, el término "alquinilo” se refiere a un radical de hidrocarburo aciclico o ciclico
monovalente insaturado lineal o ramificado (excepto cuando el contexto requiere otra cosa) que tiene uno o mas
enlaces triples C=C y que tiene el numero de atomos de carbono como se indica (o donde no se indica, un grupo
alquinilo aciclico puede tener 2-20, 2-10, 2-6 o 2-4 atomos de carbono y un grupo alquinilo ciclico puede tener 8-20
atomos de carbono), opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionado independientemente del
grupo expuesto anteriormente con respecto a los sustituyentes que pueden estar presentes en Ry, Rz, Rz y Ra.

Como se usa en el presente documento, el término "alcoxi" se refiere al grupo alquil-O-, donde alquilo es como se
definié anteriormente y donde la unidad estructural alquilo puede estar opcionalmente sustituida con uno, dos o tres
sustituyentes como se indica anteriormente para alquilo. La union es a través de -O-. A modo de ejemplos no limitantes,
los grupos alcoxi pueden incluir metoxi, etoxi, n-propoxi, iso-propoxi, n-butoxi, tert-butoxi, sec-butoxi, n-pentoxi, n-
hexoxi y 1,2-dimetilbutoxi.

Como se usa en el presente documento, el término "ariloxi" se refiere al grupo aril-O-, donde arilo es como se define
a continuacion y donde la unidad estructural arilo puede estar opcionalmente sustituido con uno, dos o tres
sustituyentes como se establecio anteriormente con respecto al grupo Ar. La union es a través de -O-.

Como se usa en el presente documento, el término "alcoxialquilo" se refiere a un grupo alquilo que tiene un sustituyente
alcoxi. La unién es a través del grupo alquilo. La unidad estructural alquilo y la unidad estructural alcoxi son como se
definen aqui con respecto a las definiciones de alquilo y alcoxi, respectivamente. Las unidades estructurales alcoxi y
alquilo pueden estar sustituidos cada uno con uno, dos o tres sustituyentes como se ha expuesto anteriormente con
respecto a la definicién de alquilo.

Como se usa en el presente documento, el término "arilalquilo” se refiere a un grupo alquilo que tiene un sustituyente
arilo. La union es a través del grupo alquilo. La unidad estructural arilo y el grupo alquilo son como se definen en este
documento con respecto a las definiciones de arilo y alquilo, respectivamente. Las unidades estructurales arilo y alquilo
pueden estar sustituidos cada uno con uno, dos o tres sustituyentes, siendo los sustituyentes como se definen aqui
con respecto a las definiciones de aquellos sustituyentes que pueden estar presentes con respecto a arilo y alquilo,
respectivamente. En una realizacion preferida, arilalquilo es bencilo, que es Ph-CH,-.

Como se usa en el presente documento, el término "alcoxiarilo" se refiere a un grupo arilo que tiene un sustituyente
alcoxi. La union es a través del grupo arilo. La unidad estructural alcoxi y la unidad estructural arilo son como se definen
en este documento con respecto a las definiciones de alcoxi y arilo, respectivamente. Las unidades estructurales alcoxi
y arilo pueden estar cada uno sustituido con uno, dos o tres sustituyentes, siendo los sustituyentes como se definen
aqui con respecto a las definiciones de aquellos sustituyentes que pueden estar presentes con respecto a alcoxi y
arilo, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "cicloalquilarilo” se refiere a un grupo arilo que tiene un sustituyente
alquilo ciclico. La union es a través del grupo arilo. La unidad estructural cicloalquilo y la unidad estructural arilo son
como se definen en el presente documento con respecto a las definiciones de cicloalquilo y arilo, respectivamente. La
unidad estructural cicloalquilo y la unidad estructural arilo pueden estar cada uno opcionalmente sustituidos con uno,
dos o tres sustituyentes como se establece en el presente documento con respecto a las definiciones de alquilo y arilo,
respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "arilo" se refiere a un radical carbociclico aromatico monovalente
(excepto cuando el contexto requiere otra cosa) que tiene uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis anillos y que tiene el
numero de atomos de carbono indicado (o donde no se indica 6 a 30, 6 a 12 0 6 a 11 atomos de carbono). Una
realizacion preferida tiene uno, dos o tres anillos. Un grupo arilo puede estar opcionalmente sustituido con uno, dos,
tres, cuatro o cinco sustituyentes, tal como se expuso anteriormente con respecto a los sustituyentes opcionales que
pueden estar presentes en el grupo Ar. En realizaciones preferidas, un grupo arilo comprende: un anillo monociclico
aromatico que contiene 6 atomos de carbono; un sistema de anillo biciclico aromatico fusionado que contiene 7, 8, 9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2742 167 T3

o 10 atomos de carbono; o un sistema de anillo triciclico fusionado aromatico que contiene 10, 11, 12, 13 o 14 atomos
de carbono. Los ejemplos no limitantes de arilo incluyen fenilo y naftilo. En una realizacion preferida, los grupos
sustituyentes opcionales en un grupo arilo pueden seleccionarse independientemente de hidroxi, alquilo C1.6, aciloxi
C1.s, nitro, amino, carboxilo, ciano, alquilamino C., alquilamino C1., tiol, cloro, bromo, fluoro , yodo, SOsH, SHy SR’,
en donde R' se selecciona independientemente de los mismos grupos que R con respecto a la formula la.

Como se usa en el presente documento, el término "s.soheteroarilo” se refiere a un radical heterociclico aromatico
insaturado monovalente (excepto cuando el contexto requiere otra cosa) que tiene de 5 a 30 miembros en forma de
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis anillos fusionados y contenido en al menos un anillo, al menos un heteroatomo
seleccionado del grupo que consiste en N, O y S. Una realizacion preferida tiene uno, dos o tres anillos fusionados.
Los atomos de carbono disponibles y/o los heteroatomos en el sistema de anillo pueden sustituirse en el anillo con
uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituyentes, como se establecié anteriormente con respecto a los sustituyentes que
pueden estar presentes en el grupo Ar. Los grupos heteroarilo pueden incluir un sistema de anillo monociclico
aromatico que contiene seis miembros del anillo, de los cuales al menos un miembro del anillo es un atomode N, O o
S y que opcionalmente contiene uno, dos o tres atomos de N del anillo adicionales; un anillo monociclico aromatico
que tiene seis miembros, de los cuales uno, dos o tres miembros anulares son un atomo de N; un sistema de anillo
condensado biciclico aromatico que tiene nueve miembros, de los cuales al menos un miembro de anillo es un atomo
de N, O o S y que opcionalmente contiene uno, dos o tres atomos de N de anillo adicionales; o un sistema de anillo
fusionado biciclico aromatico que tiene diez miembros de anillo, de los cuales uno, dos o tres miembros de anillo son
un atomo de N. Ejemplos incluyen, y no se limitan a, piridilo y quinolilo.

Como se usa en el presente documento, el término "s.;pheterociclico” se refiere a un radical heterociclico saturado o
parcialmente insaturado monovalente (excepto cuando el contexto requiere otra cosa) que tiene 5 a 20 miembros de
anillo, con al menos un miembro de anillo seleccionado del grupo que consiste en N, O y S, y que esta en la forma de
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis anillos fusionados. En una realizacién preferida, el radical tiene uno, dos o tres
anillos. En una realizacién preferida, el radical tiene 5 a 10 miembros de anillo. Los radicales heterociclilo pueden
incluir: un sistema de anillo monociclico que tiene cinco miembros de anillo de los cuales al menos un miembro de
anillo es un atomo de N, O o S y que opcionalmente contiene un atomo de anillo O adicional o uno, dos o tres atomos
de N de anillo adicionales; un sistema de anillo monociclico que tiene seis miembros de anillo de los cuales uno, dos
o tres miembros de anillo son un atomo de N y que opcionalmente incluye un atomo de O; un sistema de anillo fundido
biciclico que tiene nueve miembros de anillo, de los cuales al menos un miembro de anillo es un atomode N,O oSy
que opcionalmente contiene uno, dos o tres atomos de N de anillo adicionales; o un sistema de anillo fusionado
biciclico que tiene diez miembros de anillo, de los cuales uno, dos o tres miembros de anillo son un atomo de N. Los
ejemplos incluyen, y no se limitan a, pirrolinilo, pirrolidinilo, 1,3-dioxolanilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, pirazolinilo,
pirazolidinilo, piperidinilo, morfolinilo o piperazinilo.

Los atomos de carbono del anillo disponibles y/o los heteroatomos del anillo de los sistemas de anillo "heterociclilo”
descritos anteriormente pueden estar sustituidos con uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituyentes. Cuando los anillos
estan sustituidos con uno o mas heteroatomos, los sustituyentes heteroatomos se seleccionan de halégeno (F, Cl, Br
e |) y de oxigeno, nitrogeno y azufre, donde el oxigeno, nitrégeno o azufre forman parte de una unidad estructural
sustituyente. Cuando el anillo (s) esta sustituido con uno o mas heteroatomos, preferiblemente hay 1, 2, 3 o 4
sustituyentes de heteroatomo seleccionados del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno, azufre y halégeno. Los
ejemplos de grupos sustituyentes que pueden estar presentes en el sistema de anillo heterociclico pueden
seleccionarse independientemente de hidroxi, alquilo C1.s, aciloxi C+.6, nitro, amino, carboxilo, ciano, alquilamino C1.s,
alquilamino Ci., tiol, cloro, bromo, fltor, yodo, SO3H, SH y SR', en donde R' se selecciona independientemente de los
mismos grupos que Rq con respecto a la formula la.

Como se usa en el presente documento, el término "acilo" se refiere a un radical monovalente lineal o ramificado,
saturado o insaturado, sustituido o no sustituido (excepto cuando el contexto requiere otra cosa) que incluye la unidad
estructural -C(=0)-, donde la union es a través del atomo -C de la unidad estructural -C(=0), y tiene el numero de
atomos de carbono indicado (o donde no se indique, un grupo acilo tiene 1-6, o 1-4 o 1-2 atomos de carbono, incluido
el atomo C de la unidad estructural -C(=0)-, opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo expuesto anteriormente con respecto a los sustituyentes que pueden estar presentes
en Ry, Ry, Rz y R4. A modo de ejemplos no limitativos, los grupos acilo incluyen HC(=0)-, CH3C(=0)-, C2HsC(=0)-,
C3H7C(=O)-, C4H9C(=O)- y C5H11C(=O)-.

Como se usa en este documento, el término "aciloxi" se refiere a un radical monovalente lineal o ramificado, saturado
o insaturado, sustituido o no sustituido (excepto cuando el contexto requiera otra cosa) que incluye la unidad estructural
-C(=0)-0-, donde la unién es a través del atomo -O-, y tiene el nimero de atomos de carbono indicado, incluido el
atomo C de la unidad estructural -C(=0)-O- (o donde no esté indicado, un grupo aciloxi tiene 1-6, 1-4 o 1-2 atomos de
carbono, incluido el atomo de carbono de la unidad estructural -C(=0)-O)-, opcionalmente sustituido con uno, dos o
tres de los sustituyentes que pueden estar presentes en R4, Rz, R3 y R4. A modo de ejemplos no limitativos, los grupos
aciloxi incluyen HC(=0)-O-, CH3C(=0)-0-, C2HsC(=0)-0-, C3H;C(=0)-0-, C4HysC(=0)-O- y CsH11C(=0)=0-.

Como se usa en este documento, el término "éster C,.¢" se refiere a un radical monovalente sustituido o no sustituido
(excepto cuando el contexto requiera otra cosa) que comprende R1gC(=0)-O-R19, donde R18 se selecciona del grupo
que consiste en H y alquilo C14 y R19 se seleccionan del grupo que consiste en alquilo C+.5, sujeto al nimero total
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maximo de atomos de C, incluido el atomo de C de la unidad estructural-C(=0)-O-, de R1sC(=0)-O-R1g siendo seis.
La union es a través de R18 o R19, con un H del grupo respectivo ausente, de modo que el grupo alquilo a través del
cual se produce la union es divalente o, cuando R18 es H, a través del C de la unidad estructural -C(=0)-O-. En una
realizacion preferida, el éster Co6, que incluye el atomo de C de la unidad estructural -C(=0)-O, tiene 2-5 atomos de
carbono. El éster C,¢ puede estar opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo expuesto anteriormente con respecto a los sustituyentes que pueden estar presentes
en Ry, Rz, R3 y Rs. A modo de ejemplo no limitativo, el éster C,.6 puede ser -CoHs-C(=0)-O-C;Hs, donde la unidad
estructural -C,H4- es -CH2-CHa- y la unién es a través de la unidad estructural -C;Hs-.

Como se usa en este documento, el término "aldehido" se refiere a un radical lineal o ramificado, saturado o insaturado,
sustituido o no sustituido (excepto cuando el contexto requiera otra cosa) que comprende HC(=0)-Rxo-, donde la unién
es a través de -Ryo-, tiene el nimero de atomos de carbono indicado, incluido el atomo de C de la unidad estructural -
C(=0)-(o donde no esté indicado, un grupo aldehido tiene 1-6, 1-4 o 1-2 atomos de carbono, incluido el atomo C de la
unidad estructural -C(=0)-, opcionalmente sustituido con uno, dos o tres de los sustituyentes que pueden estar
presentes en R1, Rz, Rz 0 R4. A modo de ejemplos no limitativos, los grupos aldehido incluyen HC(=0)-CHz-, HC(=0)-
C2H4-, HC(=O)-C3H5-, HC(=O)-C4H8- and HC(=O)-C5H10-

Como se usa en el presente documento, el término "fluoroalquilo" se refiere a un grupo alquilo, donde el grupo alquilo
es un radical hidrocarburo ciclico o aciclico monovalente saturado lineal o ramificado (excepto cuando el contexto
requiere otra cosa), que tiene el nimero de atomos de carbono indicado (o donde no se indica, un grupo alquilo aciclico
tiene 1-6 o 1-4 atomos de carbono y un grupo alquilo ciclico tiene 3-6 atomos de carbono) sustituido con 1 a 6 atomos
de carbono.

Como se usa en este documento, el término "fluoroalquenilo” se refiere a un grupo alquenilo, donde el grupo alquenilo
es un radical hidrocarburo monovalente insaturado lineal o ramificado (excepto cuando el contexto requiere otra cosa)
aciclico o ciclico que tiene uno o mas enlaces dobles C=C y que tiene el numero de atomos de carbono indicado (o
donde no esté indicado, un grupo alquenilo aciclico tiene 2-6 o 2-4 atomos de carbono y un grupo alquenilo ciclico
tiene 4-6 atomos de carbono) sustituido con 1 a 6 atomos de carbono.

El proceso para preparar un compuesto de formula la o Ib se lleva a cabo preferiblemente en presencia de un solvente
adecuado.

Los solventes adecuados incluyen solventes hidrocarburos tales como benceno y tolueno; solventes de tipo éter tales
como éter dietilico, tetrahidrofurano, éter difenilico, anisol y dimetoxibenceno; solventes de hidrocarburos halogenados
tales como cloruro de metileno, cloroformo y clorobenceno; solventes de tipo cetona, tales como acetona, metil etil
cetona y metil isobutil cetona; solventes de tipo alcohol tales como metanol, etanol, propanol, isopropanol, alcohol n-
butilico y alcohol tert-butilico; solventes de tipo nitrilo tales como acetonitrilo, propionitrilo y benzonitrilo; solventes de
tipo éster tales como acetato de etilo y acetato de butilo; solventes de tipo carbonato tales como carbonato de etileno
y carbonato de propileno; y similares. Estos pueden usarse individualmente o dos o mas de ellos pueden usarse como
mezcla.

Preferiblemente, se usa un solvente inerte en el proceso de la presente invencion. El término "solvente inerte" significa
un solvente inerte bajo las condiciones de la reaccion que se describe junto con el mismo que incluye, por ejemplo,
benceno, tolueno, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dimetilformamida, cloroformo, cloruro de metileno (o diclorometano),
dietil éter, acetato de etilo , acetona, metiletiicetona, metanol, etanol, propanol, isopropanol, tert-butanol, dioxano,
piridina y similares. El tetrahidrofurano es particularmente preferido.

Preferiblemente, el proceso de la presente invencion se lleva a cabo bajo condiciones sustancialmente secas.

El fosforocloridato se puede preparar a partir de un ariloxi fosforodicloridato y un derivado de aminoacido De manera
adecuada protegido. Alternativamente, la quimica del fosfato se puede usar con agentes de condensacion adecuados.

Preferiblemente, el proceso para preparar el compuesto de formula Ib puede incluir la etapa de proteger grupos OH
libres, en el nucledsido distinto de aquel al que debe unirse el fosforamidato. Por ejemplo, llevar a cabo la reaccion del
3'-desoxinucledsido con el fosforocloridato deseado en presencia de t-BuMgClI permite preparar el 2'-fosforamidato.

Como se usa en el presente documento, el término "estereoisémero” define todos los compuestos posibles hechos
por los mismos atomos unidos por la misma secuencia de enlaces pero que tienen diferentes estructuras
tridimensionales que pueden poseer los compuestos de la presente invencion.

Cuando los compuestos de acuerdo con esta invencién tienen al menos un centro quiral, pueden existir en
consecuencia como enantiomeros. Cuando los compuestos poseen dos 0 mas centros quirales, pueden existir ademas
como diastereoisémeros. Cuando los procesos para la preparacion de los compuestos de acuerdo con la invencién
dan lugar a una mezcla de estereoisomeros, estos isdmeros pueden separarse mediante técnicas convencionales
tales como cromatografia preparativa. Los compuestos pueden prepararse en forma estereoquimicamente mixta o
pueden prepararse enantidomeros individuales mediante técnicas estandar conocidas por los expertos en la técnica,
por ejemplo, mediante sintesis o resolucion enantioespecifica, formacién de pares diastereoisomeéricos por formacion
de sal con un acido 6pticamente activo, seguido de cristalizacion fraccionada y regeneracion de la base libre. Los
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compuestos también pueden resolverse mediante la formacion de ésteres o amidas diastereoisoméricas, seguido de
la separacién cromatografica y la eliminacién del auxiliar quiral. Alternativamente, los compuestos pueden resolverse
usando una columna de HPLC quiral. Debe entenderse que todos estos isdmeros y mezclas de los mismos estan
incluidos dentro del alcance de la presente invencion.

Adicionalmente, debe apreciarse que el centro de fosfato es quiral en los compuestos de la presente invencion y que
los compuestos pueden existir como diastereoisémeros de Rp y Sp. La composicion del compuesto puede mezclarse
Rp y Sp 0 un diastereoisbmero puro. En una realizacion preferida, el compuesto es un diastereoisémero Unico
sustancialmente puro de Rp 0 Sp. Por "diastereoisémero Unico sustancialmente puro" se entiende que el compuesto
consiste en un 98% o mas del PR o del diastereoisdmero Sp. En otra realizacion, puede haber una mezcla de 1: 1 Rp
a diastereoisomeros Sp. Alternativamente, el compuesto puede comprender una mezcla de diastereoisémeros Rp y
Sp en una relacion de diastereoisémeros Rp a Sp de 1:90 a 90:1, 1:50 a 50:1, 1:20 a 20:1, 1:15 a 15:1, 1:10 a 10:1,
1.9a9:1,1.8a81,1.7a71, 1.6 a6:1, 1.5a5:1, 1:4 a 4.1, 1:3 a 3:1 0 1:2 a 2:1. En realizaciones preferidas, el
compuesto de la invencién puede comprender una relacion de diastereoisémeros de Rp a Sp de mas de 1:2, 1:3, 1:4,
1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:15, 1:20, 1:50, 1:90, 1:95 0 1:99 o viceversa.

El término "solvato" significa un compuesto de la invenciéon como se define en el presente documento, en el que las
moléculas de un solvente adecuado se incorporan en la red cristalina. Un solvente adecuado es fisiolégicamente
tolerable a la dosis administrada. Ejemplos de solventes adecuados son etanol, agua y similares. Cuando el solvente
es agua, la molécula se denomina hidrato.

Los compuestos de la presente invencion también pueden estar presentes en forma de sales farmacéuticamente
aceptables. Para uso en medicina, las sales de los compuestos de esta invencidon se refieren a "sales
farmacéuticamente aceptables". Las formas de sal farmacéuticamente aceptables aprobadas por la FDA (Ref.
International J. Pharm. 1986, 33, 201-217; J. Pharm. Sci., 1977, enero, 66 (1)) incluyen sales acidas/aniénicas o
basicas/cationicas farmacéuticamente aceptables.

Las sales acidas/aniénicas farmacéuticamente aceptables incluyen, y no estan limitadas a acetato, bencenosulfonato,
benzoato, bicarbonato, bitartrato, bromuro, edetato de calcio, camsilato, carbonato, cloruro, citrato, dihidrocloruro,
edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gliceptato, gluconato, glutamato, glicolilarsanilato, hexilresorcinato,
hidrabamina, bromhidrato, clorhidrato, hidroxinaftoato, yoduro, isetionato, lactato, maleato, mandelato, mesilato,
metilbromuro, metilnitrato, metilsulfato, mucato, napsilato, nitrato, pamoato, pantotenato, fosfato, difosfato,
poligalacturonato, salicilato, estearato, subacetato, succinato, sulfato, tanato, tartrato, teoclato, tosilato y trietioduro.

Las sales basicas/catidnicas farmacéuticamente aceptables incluyen, y no se limitan a, aluminio, benzatina, calcio,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, litio, magnesio, potasio, procaina, sodio y zinc.

Los derivados de éster farmacéuticamente aceptables en los que uno o mas grupos hidroxi libres se esterifican en
forma de un éster farmacéuticamente aceptable son ejemplos particulares de ésteres que pueden convertirse por
solvdlisis bajo condiciones fisioldgicas a los compuestos de la presente invencion que tienen grupos hidroxi libres.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencion pueden formularse de una manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que
facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Estas
composiciones farmacéuticas pueden fabricarse de una manera que es conocida, por ejemplo, por medio de procesos
convencionales de mezcla, disolucién, granulacion, fabricacion de grageas, levigacion, emulsificacion, encapsulacion,
atrapamiento o liofilizacién. La formulacion adecuada depende de la via de administracion elegida.

El compuesto o composicién farmacéutica de acuerdo con la presente invencion puede administrarse a un paciente,
que puede ser homo sapiens o animal, por cualquier medio adecuado.

Los medicamentos empleados en la presente invencién pueden administrarse por via oral o parenteral, incluida la
administraciéon intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, transdérmica, de las vias respiratorias
(aerosol), rectal, vaginal y topica (incluso bucal y sublingual).

Para la administracion oral, los compuestos de la invencién generalmente se proporcionaran en forma de comprimidos
o capsulas, como un polvo o granulos, o como una solucién o suspension acuosa.

Las tabletas para uso oral pueden incluir el ingrediente activo mezclado con excipientes farmacéuticamente aceptables
tales como diluyentes inertes, agentes desintegrantes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes saborizantes, agentes colorantes y conservantes. Los diluyentes inertes adecuados incluyen
carbonato de sodio y calcio, fosfato de sodio y calcio, y lactosa, mientras que el almidén de maiz y el acido alginico
son agentes desintegrantes adecuados. Los agentes aglutinantes pueden incluir almidén y gelatina, mientras que el
agente lubricante, si esta presente, generalmente sera estearato de magnesio, acido estearico o talco. Si se desea,
las tabletas pueden recubrirse con un material tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, para
retrasar la absorcion en el tracto gastrointestinal.
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Las capsulas para uso oral incluyen capsulas de gelatina dura en las que el ingrediente activo se mezcla con un
diluyente sdlido, y capsulas de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un aceite tal
como aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Las formulaciones para administracion rectal pueden presentarse como un supositorio con una base adecuada que
comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato.

Las formulaciones adecuadas para la administracion vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o formulaciones en aerosol que contienen, ademas del ingrediente activo, los portadores que
se conocen en la técnica como apropiados.

Para uso intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo e intravenoso, los compuestos de la invencion generalmente se
proporcionaran en soluciones o suspensiones acuosas estériles, reguladas a un pH e isotonicidad apropiados. Los
vehiculos acuosos adecuados incluyen la solucion de Ringer y el cloruro de sodio isotonico. Las suspensiones acuosas
de acuerdo con la invencion pueden incluir agentes de suspension tales como derivados de celulosa, alginato de sodio,
polivinilpirrolidona y goma de tragacanto, y un agente humectante tal como lecitina. Los conservantes adecuados para
suspensiones acuosas incluyen p-hidroxibenzoato de etilo y n-propilo.

Los compuestos de la invencion también pueden presentarse como formulaciones de liposomas.

En general, una dosis adecuada estara en el rango de 0.1 a 300 mg por kilogramo de peso corporal del receptor por
dia. Una dosis mas adecuada puede estar en el rango de 0.5 mg a 150 mg por kilogramo de peso corporal del receptor
por dia, en el rango de 0.5 a 100 mg por kilogramo de peso corporal del receptor por dia, en el rango de 1 a 50 mg
por kilogramo de peso corporal del receptor por dia, o en el rango de 1 a 10 mg por kilogramo de peso corporal del
receptor por dia. Una dosis mas baja adecuada puede ser 0.5 mg por kilogramo de peso corporal del receptor por dia
0 1 mg por kilogramo de peso corporal del receptor por dia. Alternativamente, una dosis adecuada puede estar en el
rango de 1 a 100 mg por m? de area de superficie corporal del receptor por dia o de 5 a 50 mg por m? de area de
superficie corporal de receptor por dia. Las dosis adecuadas pueden ser de 6, 12, 24 0 48 mg por m? de area de
superficie corporal del receptor por dia. La dosis deseada puede presentarse y administrarse como una dosis diaria
Unica o como dos, tres, cuatro, cinco o seis 0 mas subdosis administradas a intervalos apropiados a lo largo del dia.
Las dosis se pueden administrar en formas de dosis unitarias, por ejemplo, que contienen de 10 a 1500 mg,
preferiblemente de 20 a 1000 mg, y lo mas preferiblemente de 50 a 700 mg de ingrediente activo por forma de dosis
unitaria. La dosis diaria total es De manera adecuada de 1000 a 3000 mg, ya sea que se tome como una dosis Unica
o como subdosis a intervalos a lo largo del dia.

"Células madre de cancer"

Las células madre de cancer, que a veces se denominan "células iniciadoras de tumores", son bien conocidas por los
expertos en la técnica. Tal como se usa en el presente documento, el término "célula madre de cancer" se debe
interpretar de acuerdo con su significado ampliamente aceptado, que es una célula que posee la capacidad de
autorrenovarse a través de la divisidon asimétrica, para iniciar la formacién de tumores, y para dar lugar a mas progenie
de cancer de células no madre maduras por diferenciacion.

Las células madre de cancer desempefian un papel importante en el desarrollo, la progresion, la recurrencia y la
propagacion de los canceres. Por consiguiente, el descubrimiento de que los compuestos de la invencion son capaces
de dirigirse a las células madre de cancer y, por lo tanto, reducir su nimero, ofrece posibilidades terapéuticas para
prevenir o tratar estas actividades.

Como se analiza con mas detalle en otra parte de la especificacion, las células madre de cancer se encuentran en
condiciones precancerosas, donde se cree que su presencia contribuye al desarrollo de tales condiciones en los
canceres. Por consiguiente, los métodos de tratamiento y usos médicos de la invencion, en los cuales un compuesto
de la invencion se usa para atacar las células madre de cancer, se pueden usar para reducir el nimero de células
madre de cancer en condiciones precancerosas (tal como el sindrome mielodiplastico u otras condiciones considerado
en otra parte de la especificacion), y por lo tanto para prevenir la progresion de tales condiciones precancerosas en
cancer.

Como se menciond anteriormente, la division celular asimétrica de las células madre de cancer da lugar a células
cancerosas no madre diferenciadas. Asi, las células madre de cancer son responsables de la formacion y el
mantenimiento del volumen del tumor.

La acumulacion de tales células cancerosas no madre desempefia un papel importante en la progresion de los
canceres. El objetivo de las células madre de cancer mediante un compuesto de la invencion es capaz de reducir el
numero de células madre de cancer, lo que a su vez reduce la cantidad de progenie de células cancerosas no madre.
Por lo tanto, los métodos de tratamiento y usos médicos de un compuesto de la invencion de acuerdo con la presente
invencion son beneficiosos en el tratamiento del cancer mediante la prevencion de la progresion del cancer. Tales
realizaciones se describen con mas detalle en otra parte de la presente especificacion.

11



10

15

20

ES 2742 167 T3

Las células madre de cancer también pueden actuar como un reservorio de células cancerosas que pueden causar la
recurrencia del cancer después de la remision. Incluso en el caso de que la mayoria de las células cancerosas de un
paciente hayan sido eliminadas (por ejemplo, mediante cirugia, radioterapia o quimioterapia, ya sea solas o en
combinacion), para que no queden signos observables de cancer, la presencia continua de células madre cancerosas
puede nuclear la recurrencia del cancer con el tiempo. El objetivo de las células madre de cancer mediante un
compuesto de la invencién proporciona un nuevo modo mediante el cual se puede reducir el nimero de células madre
de cancer y destruir las células madre de cancer. Por consiguiente, y como se describe con mas detalle en otra parte
de la especificacion, en realizaciones adecuadas, la presente invencion proporciona métodos y usos médicos en los
que un compuesto de la invencién previene o retrasa la recurrencia del cancer.

Adicionalmente, el movimiento de las células madre de cancer desde el sitio de un cancer a otra ubicacion dentro del
cuerpo puede contribuir a la propagacion del cancer, por ejemplo, dando lugar a metastasis. En consecuencia, la
capacidad de un compuesto de la invencién para atacar a las células madre de cancer por lo tanto proporciona nuevos
métodos de tratamiento y usos médicos para prevenir o tratar la propagacion del cancer.

Ademas de sus actividades bioldgicas, las células madre de cancer pueden identificarse por su expresion de ciertos
marcadores de superficie celular caracteristicos. Las células madre cancerosas identificadas en malignidades
hematoldgicas son tipicamente CD34*, mientras que en tumores solidos, CD44*, CD133* y CD90* se han identificado
como marcadores de células madre cancerosas. La siguiente tabla resume ejemplos de fenotipos conocidos de
superficie de células madre de cancer. Se espera que cada una de estas formas de células madre cancerosas se
pueda atacar utilizando un compuesto de la invencion de acuerdo con la invencion, y asi los métodos o usos que
emplean un compuesto de la invencién se pueden usar en la prevencion o el tratamiento de los canceres asociados
con las células madre de cancer que expresan cualquiera de estos conjuntos de marcadores.

Tipo de tumor Marcadores de superficie celular reportados para células

madre cancerosas

Tumores sélidos

Mama CD44*/CD24-/nfrier [ Linaje /[ESAY
CNS CD133*

Colon CD133*

Colon ESAswperior/CD44* / Linaje - /(CO166™)
De Ewing CD133*

Cabeza y cuello
Melanoma
Higado

Colangiocarinoma

Ovario
Pancreas
Pancreas

Cancer de pulmén de células no
pequeinas

Cancer de vejiga

CD44*/ Linaje -
ABCB5*

CD90*/CD457(CD44*)

CD44*/GLI1* (Homodlogo-1 de oncégeno asociado a

glioma)
C044+/CO117*
CD44*/CD24*/ESA*
CD133*

CD447/Ber-EP4*

CD44*/ALDH1A1*
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Tipo de tumor Marcadores de superficie celular reportados para células
madre cancerosas

Tumores sélidos

Tumores hematologicos

Leucemia mieloide aguda Lin/CD34*/CD38/CD123*
Leucemia linfoblastica aguda B CD34*/CD10" 0 CD34*/CD19
Leucemia linfoblastica aguda B CD34*/CD38/CD19*
Mieloma muiltiple CD34/CD138"

Leucemia linfoblastica aguda T CD34*/CD4 o CD34*/CDT-

Los datos presentados en los Ejemplos demuestran que un compuesto de la invencién es capaz de apuntar a células
madre cancerosas de lineas de células madre leucémicas, especificamente células madre cancerosas presentes en
la linea celular de leucemia mieloide aguda KG1a. Esta linea celular manifiesta un compartimiento similar a una célula
madre menor con un inmunofenotipo distinto (Lin/CD34*/CD38/CD123*) al que se dirige un compuesto de la
invencion. Por consiguiente, los métodos de tratamiento o usos médicos de un compuesto de la invencion de acuerdo
con la presente invencidon pueden usarse para prevenir o tratar la leucemia u otros canceres asociados con células
madre de cancer que expresan estos marcadores caracteristicos.

La presente invencion también proporciona métodos y usos médicos en los que los pacientes se seleccionan para la
prevencion o el tratamiento del cancer, utilizando un compuesto de la invencién, sobre la base de la identificacion de
la presencia de células madre cancerosas en una muestra bioldgica representativa del cancer del paciente o condicion
precancerosa. Los marcadores establecidos anteriormente proporcionan ejemplos adecuados que pueden usarse
para identificar la presencia de células madre cancerosas de acuerdo con dichas realizaciones de la invencién. Las
técnicas adecuadas mediante las cuales se puede investigar la expresion de estos marcadores en una muestra
bioldgica se consideran mas adelante en esta especificacion.

"Direccionamiento de las células madre de cancer”

La presente invencion proporciona la primera indicacién de que los compuestos de la invencién se pueden usar para
apuntar a las células madre de cancer. La capacidad de los compuestos de la invencién para apuntar a a las células
madre de cancer se ilustra en los ejemplos divulgados en esta especificacion.

Se puede ver que cuando se proporciona un compuesto de la invencién a poblaciones de células cancerosas que
contienen células madre cancerosas, se dirige a las células madre cancerosas presentes, lo que conduce a una
reduccion en el nimero total de células cancerosas. Como se discutié en otra parte de la presente especificacion,
ciertos compuestos de la invencion se dirigen preferentemente a las células madre cancerosas en lugar de a las células
tumorales en masa, y la actividad de tales compuestos puede no solo reducir el nimero total de células cancerosas
presentes, sino también reducir la proporcién de células cancerosas totales que exhiben marcadores fenotipicos de
células madre cancerosas.

Se cree que los compuestos de la presente invencion entran en las células cancerosas y se incorporan en los acidos
nucleicos (ARN y/o ADN) con las células. Sin estar limitado a ninguna teoria, se cree que la eficacia, en particular la
eficacia contra el cancer, mostrada por los compuestos de la presente invencion demuestra que los compuestos de la
presente invencion se fosforilan al trifosfato de cordicepina o un derivado de cordicepina (por ejemplo, 2-
fluorocordicepina o 2-Cl-cordicepina) y se cree que la escisidon enzimatica dentro de la célula convierte un compuesto
de la invencion directamente en monofosfato de 8-cloroadenosina antes de la fosforilacion al trifosfato.

También se cree que los compuestos de la invencion poseen una mayor permeabilidad de la membrana celular (en
comparacion con cordicepina), y que esto contribuye a la potencia anticancerigena mejorada de los compuestos de la
invencion en comparacion con el progenitor del que se derivan.

Sin desear estar sujetos a ninguna hipétesis, los inventores creen que la reduccién en el nimero de células madre de
cancer surge como resultado de la destruccion direccionada de las células madre de cancer entre la poblacion de
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células cancerosas. Por lo tanto, los compuestos de la invencién pueden causar la muerte de las células madre de
cancer. Adicionalmente, los resultados expuestos en otra parte de esta especificacion ilustran que ciertos compuestos
de la invencién parecen matar las células madre de cancer de manera preferencial en comparacién con la muerte de
las células cancerosas que no son madre, lo que provoca no solo la muerte de las células madre de cancer, sino
también una reduccién de la proporcion de células madre cancerosas en la poblacion total de células cancerosas.

Si bien los inventores creen que los compuestos de la invencion que se dirigen preferentemente a las células madre
cancerosas matan preferencialmente a las células madre cancerosas en comparacién con las células cancerosas no
madre, otros mecanismos también pueden contribuir a la reduccién en la proporcién de células madre cancerosas
causada por un compuesto del Invencién dirigida a estas células.

Simplemente a modo de ejemplo, el tratamiento con un compuesto de la invencidon puede causar un aumento en la
diferenciacion de las células madre de cancer, reduciendo asi el nimero de células madre de cancer y también la
proporcion de células cancerosas totales representadas por las células madre de cancer. Alternativamente, un
compuesto de la invencién puede hacer que las células madre de cancer pierdan su fenotipo de células madre, por
ejemplo, perdiendo su capacidad de auto renovacion, reduciendo asi el niumero de células madre de cancer.

Las referencias al direccionamiento de células madre cancerosas en la presente divulgacion deben interpretarse en
consecuencia. Para los fines de la presente divulgacion, se puede considerar que el "direccionamiento” de las células
madre cancerosas abarca cualquier mecanismo mediante el cual un compuesto de la invencion reduce el nimero de
células madre cancerosas presentes en una poblacion de células, ya sea en vitro o en vivo. En particular, el
direccionamiento de las células madre cancerosas puede tomarse como una reduccion preferencial del nimero de
células madre cancerosas en comparacion con otros tipos de células, particularmente en comparacién con las células
cancerosas no madre. Las referencias al direccionamiento en esta especificacion pueden considerarse como la
destruccion y, opcionalmente, la destruccion preferencial de las células madre cancerosas en comparacion con las
células cancerosas no madre.

"Prevencion o tratamiento del cancer"

La invencién proporciona usos médicos y métodos de tratamiento en los que un compuesto de la invencién se usa
para la prevencioén o el tratamiento del cancer. En el contexto de la presente invencion, se debe considerar que la
"prevencion” del cancer se relaciona con las aplicaciones profilacticas de un compuesto de la invencion usado antes
del desarrollo del cancer, y con el objetivo de detener el desarrollo del cancer. Por otra parte, "tratamiento" del cancer
se toma en relacion con el uso de un compuesto de la invencion después de que haya ocurrido el cancer, con el fin
de mejorar el cancer al disminuir o detener la proliferacién de células cancerosas y el crecimiento del tumor.
Ventajosamente, el tratamiento del cancer puede causar una reduccion parcial o total en el numero de células
cancerosas Yy el tamafio del tumor. El tratamiento efectivo del cancer puede provocar una enfermedad que bien sea
"se estabiliza" o "responde" de acuerdo con las pautas RECIST (Criterios de evaluacion de respuesta en tumores
solidos).

Como se describe con mas detalle a continuacion, la prevencién del cancer de acuerdo con la presente invencion
puede ser particularmente beneficiosa en pacientes que tienen una condicién precancerosa que aumenta su
probabilidad de desarrollar cancer.

"Prevencion del cancer"

La prevencién del cancer de acuerdo con la presente invencién puede efectuarse mediante el tratamiento de una
condicién precancerosa usando un compuesto de la invencion de acuerdo con los diversos aspectos o realizaciones
de la invencién descritos en el presente documento.

En particular, la prevencion del cancer, en el contexto de la presente invencion, puede lograrse mediante los métodos
o0 usos médicos de la invencion en los que se proporciona un compuesto de la invenciéon a un paciente con una
condicién precancerosa. Los métodos de tratamiento o usos médicos de acuerdo con esta realizacién pueden prevenir
el desarrollo de la condicién precancerosa tratada en cancer, proporcionando asi una prevencion efectiva del cancer.

Las referencias a la prevencion del cancer en el contexto de la presente invencién también pueden abarcar otras
aplicaciones profilacticas de un compuesto de la invencién. Por ejemplo, la capacidad de un compuesto de la invencion
para apuntar a las células madre de cancer y prevenir asi el desarrollo de cancer, y/o prevenir la progresion del cancer,
y/o prevenir la recurrencia del cancer, y/o prevenir la propagacion del cancer. .

"Condiciones precancerosas"

Con frecuencia, el cancer esta precedido por el desarrollo de una condicién precancerosa, que no es cancerosa en si
misma, pero esta asociada con un mayor riesgo de cancer. La acumulacion de cambios genéticos o epigenéticos
puede hacer que las células previamente normales desarrollen un fenotipo de células madre de cancer. En
consecuencia, las células madre de cancer también pueden estar presentes en tales condiciones precancerosas, asi
como en condiciones cancerosas.
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Se cree que la presencia de células madre cancerosas en condiciones precancerosas contribuye al desarrollo de estas
condiciones en el cancer. Los métodos y usos médicos de la invencion pueden emplearse para apuntar a células
madre cancerosas presentes en condiciones precancerosas Y, por lo tanto, tratar tales condiciones. Se apreciara que
el descubrimiento nuevo e inesperado de que los compuestos de la invencién apuntan a las células madre de cancer
significa que el tratamiento de condiciones precancerosas con tales compuestos puede usarse para prevenir que las
condiciones tratadas se conviertan en cancer. Esto representa una forma en la que un compuesto de la invenciéon
puede usarse médicamente en la prevencion del cancer, como se considera en otra parte en esta especificacion.

Ejemplos de condiciones precancerosas que pueden tratarse de acuerdo con la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a, las seleccionados del grupo que consiste en: queratosis actinica, eséfago de Barrett, gastritis atrofica,
disqueratosis congénita, disfagia sideropénica, liquen plano, fibrosis submucosa oral, elastosis solar, displasia cervical,
leucoplasia, eritroplasia, gammapatia monoclonal de importancia desconocida (MGUS), linfocitosis monoclonal de
células B (MBL), sindromes mielodisplasicos asi como condiciones precancerosas del estdmago tales como gastritis
atréfica, Ulcera gastrica, anemia perniciosa, mufiones gastricos, polipos gastricos y enfermedad de Ménétrier. Entre
las condiciones precancerosas del estomago que figuran en la lista, gastritis atréfica, anemia perniciosa, mufiones
gastricos y ciertos tipos de polipos gastricos pueden tener un riesgo particularmente alto de desarrollar cancer.

Las condiciones precancerosas a menudo toman la forma de lesiones que comprenden células displasicas o
hiperplasicas. Por consiguiente, la presencia de displasia o hiperplasia, como una alternativa o adicion a la presencia
de células con marcadores expresados o fenotipos caracteristicos de las células madre de cancer, puede usarse en
la identificacion de condiciones precancerosas.

La gravedad de la displasia puede variar entre diferentes condiciones precancerosas o con el desarrollo de una Unica
condicién precancerosa a lo largo del tiempo. En general, cuanto mas avanzada es la displasia asociada con una
condiciéon precancerosa, mas probable es que la condicién precancerosa se convierta en cancer. La displasia se
clasifica tipicamente como leve, moderada o grave. La displasia grave generalmente se convierte en cancer si no se
trata. De manera adecuada, los métodos de tratamiento o usos médicos que emplean un compuesto de la invencién
pueden, por lo tanto, usarse para tratar a un paciente con una condicién precancerosa asociada con displasia severa.

En una realizacién adecuada de la invencién, un compuesto de la invencién se usa para tratar a un paciente con
displasia cervical grave. La displasia cervical grave puede diagnosticarse mediante una prueba de frotis. En otra
realizacion de la invencién, un compuesto de la invencion se usa para tratar la displasia esofagica grave ("eso6fago de
Barrett"). La displasia esofagica grave se puede diagnosticar después de una biopsia de tejido.

Recientemente se ha informado que las neoplasias malignas también pueden identificarse mediante la deteccion de
mutaciones somaticas en células en individuos que no se sabe que tengan cancer. En particular, se ha informado que
la hematopoyesis clonal relacionada con la edad es una condicién premaligna comudn que se asocia con un aumento
de la mortalidad general y un mayor riesgo de enfermedad cardiometabdlica. La mayoria de las mutaciones detectadas
en células sanguineas ocurrieron en tres genes: DNMT3A, TET2 y ASXL1. Por consiguiente, los pacientes que se
beneficiaran del uso de un compuesto de la invencion que apunta a las células madre de cancer y, por lo tanto, tratar
una condicién precancerosa, pueden identificarse analizando una muestra que comprenda células sanguineas para
detectar la presencia de mutaciones genéticas indicativas de una-condicion cancerosa en al menos uno de: DNMT3A
y/o TET2 y/o ASXL1.

Las condiciones precancerosas que pueden beneficiarse del tratamiento con un compuesto de la invencién de acuerdo
con la invencién para apuntar a las células madre de cancer también se pueden identificar mediante la determinacion
de la presencia de células madre de cancer con referencia a cualquiera de las técnicas basadas en la expresion de
marcadores caracteristicos de las células madre de cancer, o fenotipos de células madre de cancer, discutidas en otra
parte de la especificacion.

"Tratamiento del cancer"

El experto en la técnica apreciara que hay muchas mediciones mediante las cuales se puede evaluar el "tratamiento”
del cancer. Simplemente a modo de ejemplo, se puede considerar que cualquier reduccion o prevencion del desarrollo
del cancer, la progresion del cancer, la recurrencia del cancer o la propagacion del cancer indican un tratamiento
efectivo del cancer.

En ciertas realizaciones, se puede usar un compuesto de la invencién: para reducir la proporcion de células madre
cancerosas en una poblaciéon de células cancerosas; y/o para inhibir el crecimiento tumoral; y/o para reducir la
tumorigenicidad; y/o para prevenir o tratar un cancer primario; y/o para prevenir o tratar un cancer recurrente; y/o para
prevenir o tratar un cancer metastasico o secundario; y/o para tratar, prevenir o inhibir la metastasis o la recurrencia;
y/o para tratar o prevenir el cancer refractario.

La capacidad del tratamiento del cancer usando un compuesto de la invencién para lograr una reduccion en el tamafio
del tumor, y también para mantener la reduccion en el tamafio del tumor durante/después del periodo en el que se
administra el tratamiento representa una indicacién particularmente relevante de un tratamiento efectivo contra el
cancer. Tal como se establece en los Ejemplos, los tratamientos o usos médicos de la invencién han demostrado ser
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sorprendentemente efectivos a este respecto, incluso en modelos que usan células representativas de canceres
recidivantes o refractarios que han sido previamente resistentes al tratamiento con otras terapias.

Los datos presentados en los ejemplos ilustran que el tratamiento con un compuesto de la invencion reduce la
proporcion de células madre cancerosas en una poblacion de células cancerosas. Las actividades bioldgicas
caracteristicas o los marcadores de superficie celular mediante los cuales se pueden identificar las células madre de
cancer se describen en otra parte de la especificacién. En una realizacién adecuada, el tratamiento del cancer de
acuerdo con la presente invencion puede dar lugar a una reduccion en la proporcion de células madre cancerosas
presentes en el cancer de un paciente de al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el 30%, o menos el 40%. En
realizaciones adecuadas, el tratamiento del cancer de acuerdo con la invencion puede dar lugar a una reduccion en
la proporcién de células madre cancerosas presentes en el cancer de un paciente de al menos el 50%, al menos el
60%, al menos el 70% o al menos el 80%. El tratamiento del cancer de acuerdo con la invencién puede dar lugar a
una reduccion en la proporciéon de células madre cancerosas presentes en el cancer de un paciente de al menos el
85%, al menos el 90% o al menos el 95%. De hecho, el tratamiento del cancer de acuerdo con la invencién puede dar
lugar a una reduccion en la proporcién de células madre cancerosas presentes en el cancer de un paciente de al
menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o incluso el 100% (de tal manera que
sustancialmente no quedan células madre cancerosas).

La division asimétrica de las células madre de cancer contribuye al crecimiento de los tumores. El tratamiento del
cancer con un compuesto de la invencion de acuerdo con la presente invencién puede provocar una inhibicién del
crecimiento tumoral de al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el 30% o al menos el 40%. El tratamiento
adecuado del cancer de acuerdo con la invencién puede dar lugar a una inhibicién del crecimiento tumoral de al menos
el 50%, al menos el 60%, al menos el 70% o al menos el 80%. El tratamiento del cancer de acuerdo con la invencién
puede dar lugar a una inhibicién del crecimiento tumoral de al menos el 85%, al menos el 90%, o al menos el 95% en
un paciente asi tratado. De hecho, el tratamiento del cancer de acuerdo con la invenciéon puede dar lugar a una
inhibicion del crecimiento tumoral de al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o incluso
el 100% en un cancer tratado.

El crecimiento del tumor se puede evaluar mediante cualquier método adecuado en el que el cambio en el tamafio de
un tumor se evalle a lo largo del tiempo. De manera adecuada, el tamafio de un tumor antes del tratamiento del cancer
puede compararse con el tamafio del mismo tumor durante o después del tratamiento del cancer. Se conocen un
numero de formas en que se puede evaluar el tamafio de un tumor. Por ejemplo, el tamafio de un tumor puede
evaluarse mediante imagenes del tumor en situ dentro de un paciente. Las técnicas adecuadas, tales como las técnicas
de generacion de imagenes, pueden permitir determinar el volumen de un tumor y evaluar los cambios en el volumen
del tumor.

Como se muestra en los resultados establecidos en los Ejemplos de esta especificacion, los métodos de tratamiento
y usos médicos de un compuesto de la invencion de la invencion no solo pueden detener el crecimiento del tumor,
sino que en realidad pueden lograr una reduccion en el volumen del tumor en pacientes con cancer, incluidos los
pacientes con canceres recidivantes o refractarios. De manera adecuada, el tratamiento del cancer de acuerdo con la
presente invencion puede dar lugar a una reduccion en el volumen del tumor de al menos el 10%, al menos el 20%,
al menos el 30%, o al menos el 40%. En realizaciones adecuadas, el tratamiento del cancer de acuerdo con la
invencion puede dar lugar a una reduccion en el volumen del tumor de al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%
o al menos 80%. El tratamiento del cancer de acuerdo con la invencién puede dar lugar a una reduccion en el volumen
del tumor de al menos el 85%, al menos el 90%, o al menos el 95%. De hecho, el tratamiento del cancer de acuerdo
con la invencién puede dar lugar a una reducciéon en el volumen del tumor de al menos el 96%, al menos el 97%, al
menos el 98%, al menos el 99%, o incluso el 100%.

Una reduccién en el volumen del tumor del tipo descrito anteriormente se puede calcular con referencia a un control
adecuado. Por ejemplo, en estudios realizados en vitro o en vivo en modelos animales adecuados, la reduccion en el
volumen del tumor se puede determinar por comparacion directa entre el volumen de un tumor tratado con un
compuesto de la invencion y el volumen de un tumor de control (que puede ser no tratado, o puede haber recibido un
tratamiento diferente al de un compuesto de la invencion). Se apreciara que tales modelos que requieren la falta de
tratamiento de un tumor pueden no ser éticamente aceptables en el contexto de los ensayos clinicos o el manejo
terapéutico de los pacientes, y en este caso se puede evaluar una reduccion en el volumen del tumor comparando el
volumen de un tumor tratado con el volumen del mismo tumor antes del tratamiento, o con un volumen predicho que
hubiera sido alcanzado por el tumor si no se hubiera administrado ningun tratamiento.

Los métodos de tratamiento y usos médicos de un compuesto de la invenciéon pueden provocar una reduccion en los
biomarcadores indicativos de cancer. La reduccion de tales biomarcadores proporciona una evaluacién adicional
mediante la cual se puede demostrar un tratamiento efectivo del cancer. Ejemplos adecuados de tales biomarcadores
pueden seleccionarse en funcion del tipo de cancer que se va a tratar: en el caso de los canceres ginecoldgicos,
CA125 representa un ejemplo adecuado de un biomarcador, mientras que en el caso de los canceres pancreaticos o
biliares, CA19.9 representa un ejemplo adecuado de un biomarcador, y en el caso de los canceres colorrectales, el
CEA puede ser un biomarcador adecuado.
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De manera adecuada, el tratamiento del cancer de acuerdo con la presente invencion puede dar lugar a una reduccion
en los biomarcadores del cancer de al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30% o al menos un 40%. En
realizaciones adecuadas, el tratamiento del cancer de acuerdo con la invencion puede dar lugar a una reduccion en
los biomarcadores del cancer de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, o al menos el 80%. El tratamiento
del cancer de acuerdo con la invencion puede dar lugar a una reduccién en los biomarcadores del cancer de al menos
el 85%, al menos el 90%, o al menos el 95%. De hecho, el tratamiento del cancer de acuerdo con la invencién puede
dar lugar a una reduccién en los biomarcadores del cancer de al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%,
al menos el 99%, o incluso el 100%.

Los efectos beneficiosos, tales como la reduccion en la proporcion de células madre cancerosas presentes, la
reduccion en el crecimiento del tumor o la reducciéon en el volumen del tumor o los biomarcadores del cancer,
observados en el tratamiento del cancer de acuerdo con la presente invencion, pueden mantenerse durante al menos
un mes. De manera adecuada, tales efectos beneficiosos pueden mantenerse durante al menos dos meses, al menos
tres meses, al menos cuatro meses, al menos cinco meses o al menos seis meses. De hecho, tales efectos
beneficiosos pueden mantenerse durante al menos 12 meses, al menos 18 meses o al menos 24 meses. De manera
adecuada, los efectos beneficiosos pueden mantenerse durante al menos tres afios, al menos cuatro afios, al menos
cinco afios, al menos seis anos, al menos siete afnos, al menos ocho anos, al menos nueve afnos, o durante diez afios
0 mas.

En una realizacion adecuada de la invencion, un compuesto de la invencién se usa en un método para prevenir o tratar
el cancer o una condicion premaligna, dirigiéndose a las células madre de cancer. En una realizacion adecuada, la
invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencién en un método para prevenir o tratar el cancer o una
condiciéon premaligna, en el que el método reduce la tumorigenicidad de una o mas células madre cancerosas. De
manera adecuada, tales métodos pueden prevenir la progresion del cancer o inhibir el crecimiento del tumor.

Cuando un compuesto de la invencion se usa en métodos o usos médicos de la presente invencién para prevenir o
tratar la progresion de un cancer, tal prevencion o tratamiento puede hacer que la progresion del cancer se desacelere,
se retrase o se detenga por completo.

El progreso de un cancer tipicamente se determina asignandole una etapa al cancer. La estadificacion se realiza
generalmente asignando un ndmero de | a IV al cancer, siendo | un cancer aislado y IV un cancer que se ha extendido
hasta el limite de lo que mide la evaluacién. Los detalles de la estadificacion varian entre los canceres, pero la etapa
generalmente toma en cuenta el tamafio de un tumor, si ha invadido érganos adyacentes, a cuantos ganglios linfaticos
regionales (cercanos) se ha diseminado (si hay alguno) y si ha aparecido en ubicaciones mas distantes
(metastatizadas).

En general, la etapa | se localiza en una parte del cuerpo y se puede tratar con reseccion quirirgica (para tumores
sélidos que son lo suficientemente pequefios). La etapa |l estd localmente avanzada y se puede tratar con
quimioterapia, radioterapia, cirugia o una combinacioén de ellas. La Etapa Ill también esta avanzada a nivel local y la
designacion de Etapa Il o Etapa lll depende del tipo especifico de cancer, aunque la Etapa Ill generalmente se acepta
como "tardia" localmente avanzada. Los canceres en Etapa IV a menudo se han metastatizado en un segundo érgano.
El tratamiento del cancer utilizando un compuesto de la invencion en los métodos o usos médicos de la presente
invencion se puede usar para tratar un cancer en la Etapa I, 1l Ill o IV dirigiéndose a las células madre de cancer. El
tratamiento con un compuesto de la invencion se puede usar para prevenir la progresion de un cancer de una etapa a
la siguiente. En una realizacion, el tratamiento con un compuesto de la invencion se usa para prevenir la progresion
desde la Etapal a la Etapa Il. En otra realizacion, el tratamiento con un compuesto de la invencién se usa para prevenir
la progresion desde la Etapa Il a la Etapa lll. En todavia otra realizacion, el tratamiento con un compuesto de la
invencion se usa para prevenir la progresion desde la Etapa lll a la Etapa IV.

La prevencion o inhibicion de la progresion del cancer es particularmente importante para prevenir la diseminacion del
cancer, por ejemplo, la progresion de la Etapa | a la Etapa Il donde el cancer se disemina localmente, o la progresion
de la Etapa Ill a la Etapa IV donde el cancer se metastatiza a otros 6rganos. Las células madre de cancer son
tumorigénicas y, por lo tanto, se cree que desempefian un papel fundamental en la propagacién del cancer, tanto a
nivel local como metastatico. Los métodos de tratamiento o usos médicos de la invenciéon que emplean un compuesto
de la invencion pueden utilizarse, por lo tanto, para prevenir la propagacion del cancer, dirigiéndose a las células
madre de cancer tumorigénicas y reduciendo asi su nimero.

"Canceres"

Los compuestos de la invencién demuestran una mayor actividad anticancerigena en comparacion con los nucleodsidos
progenitores de los que se derivan. Este aumento de la actividad anticancerigena parece proporcionarse como
resultado de una mayor actividad tanto contra las células madre cancerosas como las células cancerosas no madre.

Las células madre de cancer desempefian un papel en la actividad biolégica de un amplio rango de canceres. Por
consiguiente, existe un amplio rango de canceres que pueden prevenirse o tratarse de acuerdo con la presente
invencion.
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Como se explica en otra parte del presente documento, se sabe que las células madre de cancer estan presentes en
muchos tipos de tumores, incluidos los tumores liquidos (incluidos los tumores hematoldgicos tales como las leucemias
y los linfomas) y los tumores sélidos (tales como los tumores de mama, pulmodn, colon, préstata, ovario, piel, vejiga,
biliares y pancreaticos). Por lo tanto, se espera que los métodos de tratamiento y los usos médicos de un compuesto
de la invencion para apuntar a las células madre de cancer sean Utiles en la prevencién o el tratamiento de tales
canceres.

De manera adecuada, un compuesto de la invencién puede usarse en la prevenciéon o tratamiento de un cancer
seleccionado del grupo que consiste en: leucemia, linfoma, mieloma multiple, cancer de pulmoén, cancer de higado,
cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, neuroblastoma, carcinoma de tiroides, cancer de piel (incluyendo
melanoma), carcinoma de células escamosas orales, cancer de vejiga urinaria, tumor de células de Leydig, cancer
biliar, tal como el cancer de coagiocarcinoma o del conducto biliar, cancer de pancreas, cancer de colon, cancer
colorrectal y cancer ginecoldgico, incluyendo cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de trompas de Falopio,
cancer de Utero y cancer de cuello uterino, incluyendo el carcinoma epitelial de cérvix. En realizaciones adecuadas, el
cancer es leucemia y puede seleccionarse del grupo que consiste en leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena
aguda (también conocida como leucemia mieloide aguda o leucemia no linfocitica aguda), leucemia promielocitica
aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena crénica (también conocida como leucemia mieloide crénica,
leucemia mielocitica cronica o leucemia granulocitica crénica), leucemia linfocitica cronica, leucemia monoblastica y
leucemia de células pilosas. En otras realizaciones preferidas, el cancer es leucemia linfoblastica aguda. En una
realizacion particular, la leucemia es leucemia TdT positiva refractaria. En una realizaciéon adecuada, el cancer es un
linfoma, que puede seleccionarse del grupo que consiste en: linfoma de Hodgkin; linfoma no Hodgkin; Linfoma de
Burkitt; y linfoma linfocitico pequefio.

El direccionamiento de manera adecuada a las células madre de cancer en tales canceres puede lograr un tratamiento
efectivo del cancer al prevenir o tratar el desarrollo del cancer, al prevenir o tratar la progresion del cancer, al prevenir
o tratar la recurrencia del cancer, o al prevenir o tratar la propagacion del cancer.

En una realizacion adecuada, la presente invencidon proporciona un compuesto de la invenciéon para uso en el
tratamiento de células madre cancerosas en la prevencion o el tratamiento del cancer metastasico.

En una realizaciéon adecuada, la presente invencidon proporciona un compuesto de la invenciéon para uso en el
tratamiento de células madre cancerosas en el tratamiento de cancer recidivante o refractario.

En una realizaciéon adecuada, la presente invencidon proporciona un compuesto de la invenciéon para uso en el
tratamiento de células madre cancerosas en el tratamiento de un cancer primario. De manera adecuada el cancer
primario tratado puede ser un segundo cancer primario.

La invencién proporciona un compuesto de la invencion para uso en el tratamiento de células madre cancerosas en el
tratamiento de cancer secundario. En una realizacién adecuada, el cancer secundario es un cancer metastasico.

En una realizaciéon adecuada, la presente invencidon proporciona un compuesto de la invenciéon para uso en el
direccionamiento de células madre cancerosas, en el que el direccionamiento de células madre cancerosas previene
o inhibe: (i) la recurrencia de un cancer; (ii) aparicion de un segundo cancer primario; o (iii) metastasis de un cancer.

Los métodos de tratamiento o usos médicos en los que se emplea un compuesto de la invencién sobre la base de su
capacidad para apuntar a las células madre de cancer pueden usarse en el tratamiento de cancer en recaida o
refractario. Las consideraciones con respecto al cancer recidivante o refractario en tales realizaciones son, excepto
cuando el contexto requiera otra cosa, las mismas que para el tratamiento del cancer recidivante o refractario en
relacion con los aspectos de la invencion.

"Cancer recurrente o refractario”

Como se sefiald anteriormente, ciertos aspectos y realizaciones de la invencion se refieren particularmente al uso de
un compuesto de la invencion en el tratamiento de canceres recurrentes o refractarios.

Para los fines de la presente invencion, los canceres refractarios pueden tomarse como canceres que demuestran
resistencia al tratamiento mediante terapias anticancerosas distintas de las que utilizan un compuesto de la invencién.
Por ejemplo, un compuesto de la invencion puede usarse en el tratamiento de canceres refractarios que son resistentes
al tratamiento con radioterapia. Alternativamente, o adicionalmente, un compuesto de la invencién se puede usar en
el tratamiento de canceres refractarios que son resistentes a agentes bioldgicos usados en el tratamiento del cancer.
En una realizaciéon adecuada, un compuesto de la invencién se puede usar en el tratamiento de canceres refractarios
que son resistentes al tratamiento con agentes quimioterapéuticos distintos de un compuesto de la invencion.

En particular, los canceres refractarios que pueden beneficiarse de los métodos de tratamiento de usos médicos de la
invencion que emplean un compuesto de la invencion incluyen aquellos canceres que son resistentes a cordicepina o
2-fluorocordicepina.
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Los canceres recidivantes (o canceres recurrentes) son aquellos que regresan después de un periodo de remision
durante el cual no se puede detectar el cancer. La recurrencia del cancer puede ocurrir en el sitio del cancer original
(recurrencia local del cancer), en un sitio cercano al del cancer original (recurrencia regional del cancer), o en un sitio
alejado del cancer original (recurrencia del cancer distal). Se cree que las células madre de cancer desempefian un
papel en la recurrencia del cancer, proporcionando una fuente a partir de la cual se generan las células del cancer
recurrente. Por consiguiente, los métodos de tratamiento y usos médicos de un compuesto de la invencion de acuerdo
con la invencioén, que permiten el direccionamiento de células madre cancerosas, pueden ser de gran beneficio en el
contexto de los canceres recurrentes. La capacidad de un compuesto de la invencién para apuntar a las células madre
de cancer se puede usar para eliminar las poblaciones de tales células que pueden dar lugar a recurrencias, evitando
asi la incidencia de cancer recurrente. La actividad de las células madre contra el cancer de un compuesto de la
invencion también se puede usar para apuntar a las células madre de cancer en los canceres que han recurrido, asi
como ejercer potencialmente efectos citotoxicos en las células cancerosas no madre, proporcionando asi el
tratamiento de los canceres recidivantes.

En vista de lo anterior, se apreciara que un compuesto de la invencion se puede usar en los métodos o usos de la
invencion para la prevencion o el tratamiento de un cancer en recaida. Un compuesto de la invencién se puede usar
en los métodos o usos de la invencion para la prevencion o el tratamiento de un cancer local, regional o distante
recidivante.

Un compuesto de la invencion se puede usar en los métodos o usos de la invencién para prevenir la recurrencia del
cancer proporcionando al menos 2 meses, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al menos 24
meses, o al menos 30 meses de remisién. De hecho, un compuesto de la invencién se puede usar para prevenir la
recurrencia del cancer al proporcionar al menos 4 afnos, al menos 5 afios, al menos 6 afios, al menos 7 afios, al menos
8 anos, al menos 9 afnos, o al menos 10 afios de remision.

Un compuesto de la invencién se puede usar en los métodos o usos de la invencion para tratar un cancer recurrente
que haya recurrido después de al menos 2 meses, al menos 6 meses, al menos 12 meses, al menos 18 meses, al
menos 24 meses, o al menos 30 meses de remision. De hecho, un compuesto de la invencién se puede usar para
tratar un cancer recurrente que ha recurrido después de al menos 4 afos, al menos 5 afos, al menos 6 afos, al menos
7 anos, al menos 8 afios, al menos 9 anos, o al menos 10 anos de remision.

La capacidad de los compuestos de la invencion para apuntar a las células madre de cancer da lugar a la capacidad
de estos compuestos para prevenir o tratar canceres de acuerdo con los usos médicos o métodos de tratamiento de
la invencién. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los compuestos de la invencion también ejercen un efecto
citotéxico directo sobre las células cancerosas no madre que forman parte del volumen de los tumores. Si bien la
actividad de las células madre cancerosas puede ser la base de gran parte de la resistencia que hace que los canceres
recurrentes o refractarios sean tan dificiles de tratar, las células cancerosas no madre también son un componente
importante de tales canceres recurrentes o refractarios.

Los compuestos de la invencion ejercen mayores efectos citotoxicos sobre las células cancerosas no madre que la
cordicepina o la 2-fluorocordicepina, la molécula quimioterapéutica de la que se derivan los compuestos de la
invencion. Por consiguiente, el mecanismo mediante el cual un compuesto de la invencién actia en el tratamiento del
cancer recidivante o refractario puede no estar limitado Unicamente a la actividad de células madre anticancerigenas
de este compuesto, sino que también puede hacer uso de la acciéon de un compuesto de la invencién sobre células
cancerosas no madre. En tales usos, el tratamiento con un compuesto de la invencién reducira el nimero total tanto
de células madre cancerosas como de células no madre cancerosas. Cuando se utilizan ciertos compuestos de la
invencion, tales tratamientos reduciran preferencialmente la proporcién de células madre cancerosas que permanecen
después del tratamiento.

Dosis terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencion.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencién puede ser una cantidad suficiente para
inducir la muerte de células cancerosas. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencién
puede ser una cantidad suficiente para inducir la muerte de células madre cancerosas. En algunas realizaciones,
particularmente las relacionadas con el tratamiento del cancer recidivante o refractario, una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de la invencion puede ser una cantidad suficiente para inducir la muerte de células madre
cancerosas y también para inducir la muerte de células cancerosas no madre.

Hay diversas formas diferentes en las que la cantidad de un compuesto terapéuticamente efectivo, tal como un
compuesto de la invencion, para administrarse a un paciente puede calcularse y expresarse. Una forma tal que se
considera particularmente relevante en dosis de agentes para la prevencion o el tratamiento del cancer, es en la
cantidad de del a administrar por unidad de area de superficie corporal del paciente. Tales dosis se expresan
tipicamente en términos de la cantidad de agente (que se puede determinar por masa) por metro cuadrado (m?) de
area de superficie.

Los usos de un compuesto de la invencién para la prevencién o el tratamiento del cancer pueden utilizar una dosis
semanal de entre 10 mg/m? y 1000 mg/m?. Tales tratamientos pueden, por ejemplo, utilizar una dosis semanal de
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entre 375 mg/m?y 900 mg/m?. Por ejemplo, puede proporcionarse un tratamiento efectivo de los canceres recidivantes
o refractarios cuando a los pacientes se les proporcionan dosis semanales de un compuesto de la invencion que
oscilan entre aproximadamente 500 mg/m? y 825 mg/m?.

Sin querer estar limitado por ninguna hipétesis, los inventores creen que la capacidad de un compuesto de la invencion
para atacar a las células madre de cancer permite que se logre la efectividad terapéutica utilizando dosis mas bajas
de este compuesto de lo que cabria esperar. Simplemente a modo de ejemplo, las dosis semanales de un compuesto
de la invencién que son tan bajas como 825 mg/m?, 750 mg/m?, 600 mg/m? o 500 mg/m? pueden ser terapéuticamente
efectivas en los usos y métodos de invencion.

Una dosis semanal elegida de un compuesto de la invencién puede proporcionarse en una Unica incidencia de
administracion, o en multiples incidencias de administracion durante una semana. Por ejemplo, una dosis semanal de
un compuesto de la invenciéon se puede proporcionar en dos incidencias de administracion, en tres incidencias de
administracion, o mas. Por lo tanto, en el caso de una dosis semanal de 750 mg/m?, esto puede lograrse mediante
tres administraciones de 250 mg/m? en el transcurso de una semana, o dos administraciones de 375 mg/m? durante
una semana. De manera similar, en el caso de una dosis semanal de 600 mg/m?, esto puede lograrse mediante tres
administraciones de 200 mg/m? en el transcurso de una semana, o dos administraciones de 300 mg/m? durante una
semana.

Una cantidad adecuada de un compuesto de la invencién para ser administrada en una sola incidencia de tratamiento
para proporcionar una dosis requerida de este compuesto en el transcurso de la semana puede estar entre
aproximadamente 100 mg/m? y 300 mg/m?.

La dosis semanal de un compuesto de la invencién proporcionada puede disminuir a lo largo del tratamiento. Por
ejemplo, el tratamiento puede iniciarse con una dosis semanal de alrededor de 1000 mg/m?, 900 mg/m?, 825 mg/m?,
750 mg/m? o 725 mg/m?, y en el transcurso del tratamiento la dosis necesaria puede disminuir. a alrededor de 750
mg/m? (en los casos donde la dosis inicial es superior a esta cantidad), alrededor de 650 mg/m?, alrededor de 625
mg/m?, o incluso alrededor de 500 mg/m? o alrededor de 375 mg/m>.

Las dosis de un compuesto de la invencion pueden, por supuesto, presentarse de otras maneras. El mas comun de
estos es la cantidad de agente activo que se proporciona por unidad de masa corporal. Se ha calculado que para un
paciente humano promedio, una dosis de 1 mg/m? es equivalente a aproximadamente 0.025 mg/kg de masa corporal.
Por consiguiente, los datos indican que un compuesto de la invencion es efectivo para el tratamiento del cancer
recidivante o refractario en dosis que varian de aproximadamente 6.25 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg. Una dosis
adecuada puede ser, por ejemplo, entre aproximadamente 9.5 mg/kg y 22.5 mg/kg. En una realizacién adecuada, un
compuesto de la invencion logra un tratamiento efectivo de canceres recidivantes o refractarios cuando a los pacientes
se les proporcionan dosis semanales que oscilan entre aproximadamente 12.5 mg/kg y 20.5 mg/kg.

Las consideraciones con respecto a las formulaciones de un compuesto de la invencién adecuado para uso en los
métodos de prevencion o tratamiento y usos médicos de la presente invencion se describen en otra parte en esta
descripcion. En el caso de formulaciones inyectables de un compuesto de la invencion, estas pueden administrarse
por via intravenosa. La administracion intravenosa se puede lograr en cualquier periodo de tiempo adecuado, por
ejemplo, en una inyeccion de diez minutos, o similar.

Tipos de tratamiento

En una realizacién adecuada, un compuesto de la invencion puede usarse para dirigirse a las células madre de cancer
como tratamiento de primera linea para el cancer.

Sin embargo, el descubrimiento de que los compuestos de la invencion pueden apuntar a las células madre de cancer
y, por lo tanto, tratar el cancer recurrente o refractario, ilustra que un compuesto de la invencidon es capaz de
proporcionar un tratamiento efectivo del cancer en contextos en los que otros tratamientos han resultado ineficaces.
Por consiguiente, en una realizacion adecuada, la presente invencion proporciona un compuesto de la invencion para
dirigirse a las células madre de cancer como un tratamiento de segunda linea para el cancer. De hecho, en una
realizacion adecuada, la presente invencion proporciona un compuesto de la invencion para dirigirse a las células
madre de cancer como un tratamiento de cancer de tercera linea o adicional.

En una realizacion adecuada, se proporciona un compuesto de la invencién para uso como un neoadyuvante en el
tratamiento del cancer. Un neoadyuvante es un agente proporcionado a un paciente con el fin de reducir el tamario de
un tumor antes de una terapia "principal" contra el cancer, tal como la extirpacion quirdrgica del cancer. Un compuesto
de la invencion puede usarse como una terapia neoadyuvante para un paciente que subsecuentemente se sometera
a un tratamiento quirurgico del cancer y/o radioterapia para el cancer.

Alternativamente, o adicionalmente, la invencion proporciona un compuesto de la invencion para uso como adyuvante
en el tratamiento del cancer. Un adyuvante es un agente proporcionado a un paciente después de una terapia
"principal” contra el cancer, tal como la extirpacién quirdrgica del cancer, para prevenir el retorno del cancer después
de la terapia principal. Un compuesto de la invencion se puede usar como adyuvante para un paciente que se ha
sometido a un tratamiento quirdrgico de cancer y/o radioterapia para el cancer.
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Un compuesto de la invencion puede emplearse en los métodos o usos de la invencién en una monoterapia, es decir,
en prevenciones o tratamientos en los que un compuesto de la invencién proporciona sustancialmente toda la actividad
terapéutica que se utiliza en la prevencion o tratamiento.

Alternativamente, los métodos o usos de la invencién pueden emplear un compuesto de la invencién en una terapia
de combinacion. En tales realizaciones, un compuesto de la invencion se usa junto con al menos una terapia de cancer
adicional. La terapia adicional contra el cancer puede comprender cirugia y/o radioterapia. Adicionalmente, o
alternativamente, la terapia adicional contra el cancer puede comprender el uso de al menos un agente terapéutico
adicional que contribuya a la prevencién o el tratamiento del cancer a lograr. De manera adecuada, dicho agente
puede ser un agente quimioterapéutico o un agente bioldgico usado en la prevencion o el tratamiento del cancer.

En una realizacién adecuada de una terapia de combinacion, un compuesto de la invencion y un agente terapéutico
adicional pueden proporcionarse a un paciente al mismo tiempo. En un ejemplo adecuado, el compuesto de la
invencion y un agente terapéutico adicional pueden formularse como parte de la misma composicion farmacéutica.
Alternativamente, el compuesto de la invencién y un agente terapéutico adicional pueden formularse por separado
para proporcionar al paciente sustancialmente al mismo tiempo.

En otra realizacion adecuada de una terapia de combinacién, un compuesto de la invencion y un agente terapéutico
adicional pueden proporcionarse a un paciente en diferentes momentos. El compuesto de la invencion y un agente
terapéutico adicional pueden proporcionarse a un paciente de forma secuencial. Por ejemplo, el compuesto de la
invencion se puede proporcionar al paciente antes de la provision del agente terapéutico adicional. Alternativamente,
se puede proporcionar un compuesto de la invencion al paciente después de la provision del agente terapéutico
adicional.

"Agentes terapéuticos adicionales"

Un compuesto de lainvencion se puede usar en combinacion con un amplio rango de agentes terapéuticos adicionales
para la prevencion o el tratamiento del cancer. Estos incluyen agentes bioldgicos, agentes inmunoterapéuticos y
agentes quimioterapéuticos que pueden usarse para la prevencion o el tratamiento del cancer.

Si bien los ejemplos especificos de agentes adicionales adecuados se consideran en los parrafos siguientes, no deben
tomarse como limitantes del rango de agentes terapéuticos adicionales adecuados para su uso con un compuesto de
la invencién. De hecho, la capacidad de un compuesto de la invencién para apuntar a las células madre de cancer
indica que puede usarse de manera beneficiosa en combinacién con cualquier agente terapéutico adicional utilizado
en la prevencion o el tratamiento del cancer, ya sea que tal agente adicional se dirija a las células madre de cancer,
células cancerosas no madre, u otras células o componentes involucrados en el desarrollo, mantenimiento,
recurrencia, propagacion o de cancer.

Ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que se pueden usar en combinacidon con un compuesto de la invencion
incluyen:

(a) un agente antiangiogénico, opcionalmente en donde el agente antiangiogénico es: (i) un inhibidor de la via de
VEGF, opcionalmente bevacizumab; (ii) un inhibidor de tirosina quinasa, opcionalmente sorafenib, sunitinib o
pazopanib; o (iii) un inhibidor de mTOR, opcionalmente everolimus;

(b) un agente alquilante;

(c) un antimetabolito;

(d) un antibiotico antitumoral;

(e) una topoisomerasa;

(f) un inhibidor mitético;

(g) un anticuerpo monoclonal;

(h) un agente metalico; o

(i) una inmunoterapia activa o pasiva.

Excepto cuando el contexto requiera otra cosa, los agentes terapéuticos adicionales establecidos en la lista anterior
deben considerarse adecuados para su uso en cualquiera de las realizaciones de terapias de combinacién con un
compuesto de la invencién considerado anteriormente.

Seleccion de pacientes

El hallazgo de los inventores de que un compuesto de la invencién es capaz de apuntar a las células madre de cancer
hace posible un nimero de métodos por los cuales es posible determinar si un paciente en particular se beneficiara
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de recibir un compuesto de la invencién en la prevencioén o el tratamiento del cancer, tal como el cancer recidivante o
refractario.

En consecuencia, la divulgacion proporciona un método para determinar si un paciente con cancer o una condicion
precancerosa se beneficiara de la prevencion o el tratamiento del cancer con un compuesto de la invencion,
comprendiendo el método: analizar una muestra biolégica representativa de cancer o una condicién cancerosa en el
paciente por la presencia de células madre cancerosas; en donde la presencia de células madre cancerosas en la
muestra bioldgica indica que el paciente se beneficiara del tratamiento con un compuesto de la invencion.

La divulgacion proporciona ademas un método para determinar un régimen de tratamiento adecuado para un paciente
con cancer o una condicién precancerosa, comprendiendo el método: analizar una muestra biolégica representativa
de cancer o una condicién precancerosa en el paciente para detectar la presencia de células madre de cancer; en
donde la presencia de células madre de cancer en la muestra bioldgica indica que un régimen de tratamiento adecuado
comprendera el tratamiento del paciente con un compuesto de la invencion.

La invencién también proporciona un compuesto de la invencién para uso en la prevencion o tratamiento del cancer
en un paciente seleccionado para tal tratamiento mediante un método que comprende: analizar una muestra biolégica
representativa de cancer o una condicidon precancerosa en el paciente para detectar la presencia de células madre de
cancer; en donde la presencia de células madre de cancer en la muestra bioldgica indica que el paciente es adecuado
para el tratamiento con un compuesto de la invencion.

En realizaciones adecuadas, las células madre de cancer en una muestra biolégica pueden identificarse por su
expresion de patrones caracteristicos de marcadores discutidos previamente en la solicitud.

El experto en la técnica apreciara que hay muchos ejemplos adecuados de muestras biolégicas que pueden usarse
en realizaciones de la invencion tales como las expuestas anteriormente. De manera adecuada, una muestra de este
tipo puede incluir células de cancer o condicion precancerosa. Una muestra biolégica adecuada puede ser una muestra
de tejido, tal como una muestra para uso en histologia. Las células en tales muestras pueden ser evaluadas
directamente para determinar su expresion de marcadores de células madre de cancer, tal como los que se han
expuesto anteriormente.

Alternativa o adicionalmente, una muestra bioldgica adecuada puede comprender moléculas diana representativas de
la expresion génica por células del cancer o condicion precancerosa. Los ejemplos de tales moléculas diana incluyen
proteinas codificadas por los genes expresados, o acidos nucleicos, tales como ARNm, representativos de la expresion
génica.

Ejemplos adecuados de técnicas mediante las cuales se puede evaluar la expresion de marcadores de células madre
de cancer pueden seleccionarse con referencia al tipo de muestra. Las técnicas para la investigacion de marcadores
expresados se utilizan con frecuencia en el contexto de las evaluaciones clinicas (tal como para fines de diagndstico
0 prondstico) y su uso sera familiar para aquellos requeridos para practicarlas en el contexto de la presente invencion.
Simplemente a modo de ejemplo, en muestras que contienen proteinas, la presencia de marcadores de células madre
de cancer puede evaluarse mediante técnicas adecuadas que utilizan anticuerpos que reaccionan con los marcadores
de células madre de cancer en cuestion. Los ejemplos de tales muestras que contienen marcadores de células madre
de cancer de proteina incluyen muestras de histologia (donde la presencia de los marcadores puede visualizarse
mediante técnicas de inmunocitoquimica adecuadas), o muestras derivadas de la circulaciéon. Aqui, la presencia de
células madre cancerosas circulantes (que se cree que contribuyen a la propagacion del cancer a través de la
metastasis) puede evaluarse utilizando técnicas tales como la citometria de flujo.

En muestras que contienen acidos nucleicos representativos de la expresion de marcadores de células madre de
cancer, tal expresion puede evaluarse mediante técnicas de biologia de moléculas adecuadas, tal como por ejemplo
mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores adecuados.

Ejemplo 1-Procedimientos sintéticos

Los compuestos de la invencion pueden fabricarse de acuerdo con o de forma analoga a los siguientes Procedimientos
generales y Procedimientos sintéticos de Ejemplo.

Procedimiento general 1 (para los compuestos A-F y L-U)

Se afiadieron gota a gota N-metilimidazol (1,0 mmol) y una solucion del fosforocloridato apropiado (0.6 mmol) en THF
anhidro (2 ml) a una suspensién de 3'-desoxiadenosina (0.20 mmol), o de la 3'-desoxiadenosina sustituida, en THF
anhidro (10 ml) y la mezcla de reaccidon se agitd a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La
purificacion por cromatografia de columna y TLC preparativa proporcioné el compuesto deseado en forma de un sélido
blanco. Las cantidades de componentes empleados pueden variar y las cantidades reales se dan en los ejemplos a
continuacion.

Procedimiento general 2 (para el compuesto J)
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Se suspendié 3'-desoxiadenosina (0.80 mmol) en (CH3z0)3PO (5 ml) y se afiadié gota a gota POCI3 (0.80 mmol) a -5
°C. Se dejo que la mezcla de reaccién alcanzara la temperatura ambiente y se dejo en agitacion durante 4 horas. Se
afnadid una solucion de la sal de éster de aminoacido apropiada (4.0 mmol) disuelta en CH,Cl; anhidro (5 ml) seguido
de diisopropil etil amina (8.0 mmol) a -78 °C. Después de agitar a temperatura ambiente durante 20 horas, se afadié
agua y se separaron las capas. La fase acuosa se extrajo con diclorometano y la fase organica se lavé con salmuera.
Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO, y se concentraron. El residuo se purificd por cromatografia
de columna (elucion en gradiente de CH»Clo/MeOH = 100/0 a 93/7) para dar el producto deseado en forma de una
espuma blanca. Las cantidades de componentes empleados pueden variar y las cantidades reales se dan en los
ejemplos a continuacion.

Procedimiento general 3 (para compuestos G-I)

Se suspendié 3'-desoxiadenosina (0.20 mmol) en THF anhidro (5 ml) y se afadié gota a gota '‘BuMgCI (solucién 1.0 M
en THF, 0.22 mmol) a temperatura ambiente. Se afadié gota a gota una solucion del fosforocloridato apropiado (0.6
mmol) en THF anhidro (2 ml) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas.
La purificacion por cromatografia de columna y TLC preparativa proporcioné el compuesto deseado en forma de un
solido blanco. Las cantidades de los componentes empleados pueden variar y las cantidades reales se proporcionan
en los ejemplos a continuacion.

Procedimiento general 4 (para el compuesto V)

Se afadieron cloruro de tertbutildimetilsililo (3.3 mol/eq.) e imidazol 6.6 (mol/eq) a una solucién del derivado de 3'-
desoxiadenosina apropiado (1 mol/eq) en DMF anhidro y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante la noche ( 16-20 h). Luego se afadié NH.Cl a la mezcla y se lavd dos veces con acetato de etilo. Las capas
organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SO, y el solvente se elimind al vacio. La purificacion de la mezcla por
cromatografia de columna proporcion6 el intermedio C1. El intermedio C1 luego se disolvié en una solucién acuosa
THF/H2O/TFA 4/1/1 (6 ml/eq) y se agit6é a 0 °C durante 4 h. La solucién se neutralizé cuidadosamente con una solucion
acuosa saturada de NaHCOs3 y la mezcla se lavé dos veces con acetato de etilo. Las capas organicas se combinaron,
se secaron sobre Na>SO, y el solvente se elimind a vacio. La purificacion de la mezcla por cromatografia de columna
proporciond el intermedio C2. Luego se aplico el procedimiento general B y se proporciond el intermedio C3. El
intermedio C3 se disolvidé en una solucién acuosa de THF/H.O/TFA 1/1/1 (6 ml/eq) a 0 °C y se agité a temperatura
ambiente durante 24 h. La purificacion por cromatografia proporcioné los compuestos deseados en forma de sdlidos
blancos.

Procedimiento general 5 (para preparar 3'-desoxiadenosina y 3'-desoxi-2-cloroadenosina empleados en los ejemplos):

Una solucion de H;O/CH3CN 1: 9 y luego a-AlIBBr (4,0 mol/eq) se agregaron secuencialmente a una suspension de
adenosina seca o 2-cloroadenosina en CH3CN anhidro y la agitacion se continué a temperatura ambiente (20 °C).
Después de 1 h, se afiadié cuidadosamente una solucion saturada de NaHCO3 y la solucién se extrajo con EtOAc. La
fase organica combinada se lavé con salmuera. La fase acuosa se extrajo con EtOAc y la fase organica combinada
se seco sobre Na;SO., se filtrd y se evaporo para dar una goma blanca. La mezcla cruda se disolvio en MeOH anhidro
y se agitd durante 1 h con resina de Amberlite (2 x OH-) previamente lavada bien con MeOH anhidro. La solucion se
filtrd y la resina se lavé cuidadosamente con metanol anhidro. La evaporacion del filtrado combinado proporcion6 2°,3'-
deshidroadenosina o 2', 3'-deshidro-2-cloroadenosina como un sélido blanco.

Se afiadi6 gota a gota una solucion de LiEtsBH (solucion 1M en THF 4-4.3 mol/eq) a una solucion fria (4 °C) de 2',3'-
deshidroadenosina o 2',3'-deshidro-2-cloroadenosina (1 mol/eq) en DMSO/THF anhidro (1/10) bajo una atmdsfera de
argon. La agitacion se continué a 4 °C durante 1 h y a temperatura ambiente durante la noche (16 h). La mezcla de
reaccion se acidifico cuidadosamente (AcOH al 5%/H20), se purgd con N2 durante 1 h (bajo la campana de extraccion)
para eliminar el trietilborano piroférico y se evaporo. El residuo se sometié a cromatografia para dar 3'-desoxiadenosina
o 3'-desoxi-2-cloroadenosina en forma de un polvo blanco.

Utilizando el Procedimiento general 5: 2',3'-deshidroadenosina se prepardé a partir de 10.0 g (37.4 mmol) de adenosina,
7.5 mL de H,O/CH3CN (1/9), 22 mL (149.7 mmol) de a-AIBBr en 500 mL de CH3CN anhidro y 300 ml de resina
Amberlite (2 x OH-) en 400 ml de metanol seco. La 2',3'-deshidroadenosina se obtuvo como un sélido blanco (9.12 g,
98%). Se preparo 3'-desoxiadenosina a partir de 9.12 g (36.6 mmol) de 2',3"-deshidroadenosina y 159 ml (159 mmol)
de LiEt3BH/THF 1M, en DMSO/THF anhidro (1/10. 50 ml). La purificacion por cromatografia de columna sobre silica
gel (sistema eluyente 3-18% de MeOH en DCM) dio 3'-desoxiadenosina como un polvo blanco (7.12 g, 77%).

H RMN (500 MHz, DMSO-d6) & 8.37 (s, 1H, H8), 8.17 (s, 1H, H2), 7.29 (br s, 2H, NHy), 5.89 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H1'),
5.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H, OH-2'), 5.19 (t, J = 6.0 Hz, 1H, OH-5), 4.63-4.58 (m, 1H, H2'), 4.40-4.34 (m, 1H, H4'), 3.71
(ddd, J = 12.0, 6.0, 3.0 Hz, 1H, H5'), 3.53-3.49 (ddd, J= 12.0, 6.0, 4.0 Hz, 1H, H5'), 2.30-2.23 (m, 1H, H3"), 1.98-1.90
(m, 1H, H3"). 13C RMN (125 MHz, DMSO-d6) 5 156.00 (C6), 152.41 (C2), 148.82 (C4), 139.09 (C8), 119.06 (C5), 90.79
(C1'), 80.66 (C4'), 74.56 (C2'), 62.61 (C5'), 34.02 (C3').

Utilizando el Procedimiento general 5: 2’,3’-deshidro-2-cloroadenosina se preparé a partir de 5.0 g (16.6 mmol) de 2-

cloroadenosina, 3.0 mL de H,O/CH3CN (1/9), 9.7 mL (66.2 mmol) de a -AIBBr en 38 ml de CH3CN anhidro y 150 ml
de resina Amberlite (2 x OH-) en 200 ml de metanol anhidro. La 2’,3’-deshidro-2-cloroadenosina se obtuvo como un
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s6lido blanco (3.03 g, 60%). Se preparo6 3'-desoxi-2-cloroadenosina a partir de 2.18 g (7,68 mmol) de 2’,3’-deshidro-2-
cloroadenosina y 30.7 ml (30.7 mmol) de LiEtsBH/THF 1M en DMSO/THF anhidro (1/10). mL, 30 mL). La purificacion
por cromatografia de columna sobre silica gel (sistema de eluyente 2-20% de MeOH en DCM) proporcioné 3'-desoxi-
2-cloroadenosina en forma de un polvo blanco (1.20 g, 55%).

H RMN (500 MHz, CDsOD): 8H 8.41 (s, 1H, H8), 5.93 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H1'), 4.68-4.66 (m, 1H, H2"), 4.56-4.52 (m,
1H, H4"), 3.95 (dd, J = 3, 12.5 Hz, 1H, H5'), 3.70 (dd, J = 3, 12.5 Hz, 1H, H5'), 2.39-2.33 (m, 1H, H3'), 2.08-2.03 (m,
1H, H3') 3C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 158.14 (C6), 155.19 (C2), 151.15 (C4), 141.30 (C8), 119.56 (C5), 93.58
(C1'), 82.80 (C4'), 76.81 (C2'), 64.01 (C5'), 34.33 (C3').

Preparacion de 3'-desoxi-2-fluoroadenosina:

Una solucién de H,O/CH3CN (1: 9; 1,4 ml) y luego a-AlIBBr (4,10 ml, 28,05 mmol) se agregaron secuencialmente a
una suspension de 2-fluoroadenosina seca (2.0 g, 7.01 mmol) en CH3CN anhidro (50 ml ) y se continud la agitacion a
temperatura ambiente (20°C). Después de 1 h, se afiadid cuidadosamente una solucion saturada de NaHCOs y la
solucién se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). La fase organica combinada se lavé con salmuera (1 x 50 ml). La fase
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml) y la fase organica combinada se sec6 sobre Na;SOy, se filtrd y se evaporo
para dar una goma blanca. La mezcla cruda se disolvié en una mezcla de THF/H2O (4/1, 50 ml) y se agité durante 1
h con 60 ml de resina Amberlite (2 x OH-) (previamente lavada bien con THF). La solucién se filtr6 y la resina se lavo
cuidadosamente con THF. La evaporacion del filtrado combinado y la cristalizacion del residuo en EtOH dio 2’,3'-
deshidro-2-fluoroadenosina en forma de un sélido de color blanco (1.13 g, 60%).

Se afiadié gota a gota una solucion de LiEtsBH/THF (1M; 18.01 ml, 18.01 mmol) a una solucién fria (4 °C, bafio de
hielo) de 2’,3’-deshidro-2-fluoroadenosina (1.13 g, 4.18 mmol) DMSO/THF anhidro (1/10, 15 ml) bajo una atmdsfera
de argon. La agitacion se continué a 4 °C durante 1 h y a temperatura ambiente durante la noche (16 h). La mezcla
de reaccion se acidificd cuidadosamente (AcOH al 5%/H20), se purgdé con N2 durante 1 h (bajo la campana de
extraccion) para eliminar el trietilborano piroférico y se evaporo. El residuo se sometié a cromatografia en silica gel (3-
18% de MeOH en DCM) para dar 3'-desoxi-2-fluoroadenosina en forma de un polvo blanco (7.12 g, 77%).

19F RMN (470 MHz, DMSO-d6): &F -52.19. "THRMN (500 MHz, DMSO-d6) 5H 8.34 (s, 1H, H8), 7.80 (br s, 2H, NH,),
5.78 (d, J = 2.25 Hz, 1H, H1'), 5.68 (br s, 1H, OH-2"), 5.01 (br s, 1H, OH-5'), 4.55-4.51 (m, 1H, H2'), 4.39-4.32 (m, 1H,
H4'), 3.73-3.76 (m, 1H, H5'), 3.56-3.50 (m, 1H, H5'), 2.26-2.18 (m, 1H, H3'), 1.94-1.85 (m, 1H, H3'). 3C RMN (125
MHz, DMSO-d6) 5C 158.51 (d, 'JCr = 202.7 Hz, C2), 157.55 (d, %JC.r = 21.2 Hz, C6), 150.11 (d, %JCr = 20.3 Hz, C4),
139.22 (d, 6JCF = 2.2 Hz, C8), 117.37 (d, “JC = 4.1 Hz, C5), 90.67 (C1'), 80.90 (C4'), 74.73 (C2'), 62.35 (C5'), 33.89
(C3).

Preparacién de 3'-desoxi-2-metoxiadenosina:

Una solucién de H,O/CH3CN (1: 9; 1,4 ml) y luego a-AlBBr (4.10 ml, 28.05 mmol) se agregaron secuencialmente a
una suspension de 2-fluoroadenosina seca (2,0 g, 7,01 mmol) en CH3CN anhidro (50 ml ) y se continud la agitacion a
temperatura ambiente (20°C). Después de 1 h, se afiadid cuidadosamente una solucion saturada de NaHCOs y la
solucién se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). La fase organica combinada se lavé con salmuera (1 x 50 ml). La fase
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml) y la fase organica combinada se seco sobre Na;SOy, se filtrd y se evaporo
para dar una goma blanca. La mezcla cruda se disolvié con MeOH anhidro (50 ml) y se agit6é durante 1 h con 60 ml
de resina Amberlite (2 x OH-) (previamente lavada bien con MeOH anhidro). La solucion se filtr6 y la resina se lavo
cuidadosamente con THF. La evaporacion del filtrado combinado y la cristalizacion del residuo en EtOH dio 2’,3'-
deshidro-2-metoxiadenosina en forma de un sdlido de color blanco (1.57 g, 84%).

Se afiadio gota a gota una solucion de LiEtsBH (solucién 1 M en THF; 8.53 ml, 8.53 mmol) a una solucién fria (4 °C)
de 2’,3'-deshidro-2-metoxiadenosina (762 mg, 2.84 mmol) en DMSO anhidro/THF (1/10. 15 ml) bajo una atmdsfera de
argon. La agitacion se continué a 4 °C durante 1 h y a temperatura ambiente durante la noche (16 h). La mezcla de
reaccion se acidificé cuidadosamente (AcOH al 5%/H20), se purgd con N2 durante 1 h (bajo la campana de extraccion)
para eliminar el trietilborano piroférico y se evaporo. El residuo se sometié a cromatografia en silica gel (3-17% de
MeOH en DCM) para dar 3'-desoxi-2-metoxiadenosina en forma de un polvo blanco (650 mg, 81%).

H RMN (500 MHz, CDsOD) 8H 8.20 (s, 1H, H8), 5.90 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H1"), 4.75-4.71 (m, 1H, H2"), 4.54-4.48 (m,
1H, H4'), 3.91 (dd, J = 12.3, 2.5 Hz, 1H, H5'), 3.69 (dd, J = 12.30, 4.0 Hz, 1H, H5'), 3.37 (s, 3H, OCHa), 2.43-2.35 (m,
1H, H3'), 2.08-2.02 (m, 1H, H3'). 13C RMN (125 MHz, CDsOD) 5C 163.68 (C2), 158.12 (C6), 151.94 (C4), 139.71 (C8),
116.64 (C5), 93.36 (C1'), 82.53 (C4'), 76.59 (C2'), 64.24 (C5'), 55.29 (OCHs), 34.81 (C3').

Los clorhidratos de fosforo se prepararon mediante métodos publicados a partir de fosforodicloridatos de arilo y
clorhidratos de ésteres de aminoacidos.

3'-desoxiadenosina-5'-O-[fenil(benciloxi-L-alaninil)] fosfato A
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El compuesto A se prepard de acuerdo con el Procedimiento general 1 utilizando 3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.20
mmol), N-metilimidazol (80 pL, 1,0 mmol) y fenil(benciloxi-L-alaninil)fosforocloridato (212 mg, 0.6 mmol) . La
purificacién por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3OH/CH.Cl, 0/100 a 7/93) con gradiente de
CH2Cl/MeOH (100% a 95: 5%) y TLC preparativa (1000 um, sistema de eluyente CH3OH/CH2Cl, 5/95) proporcion6
el compuesto del titulo como un sélido blanco (31 mg, 28%).

H RMN (500 MHz, CD3OD): 5H 8.26 (s, 0.5H, H8), 8.24 (s, 0.5H, H8), 8.22 (s, 0.5H, H2), 8.21 (s, 0.5H, H2), 7.34-7.25
(m, 7H, Ar), 7.21-7.13 (m, 3H, Ar), 6.01 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H1"), 6.00 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H1"), 5.15-5.04 (m, 2H,
OCH,Ph), 4.73-4.63 (m, 2H, H2', H4'), 4.43-4.35 (m, 1H, H5'), 4.27-4.20 (m, 1H, H5'), 4.03-3.91 (m, 1H, CHCHs), 2.35-
2.28 (m, 1H, H3"), 2.09-2.02 (m, 1H, H3"), 1.32 (d, J = 7.4 Hz, 1.5 H, CHCH), 1.28 (d, J = 7.4 Hz, 1.5 H, CHCHs). 13C
RMN (125 MHz, CDsOD): 5C174.84 (d, 2JC.r = 4.5 Hz, C=0), 174.63 (d, 3JC.r = 4.5 Hz, C=0), 157.32 (C6), 157.31
(CB), 153.86 (C2), 153.84 (C2), 152.13 (C4), 152.07 (C4), 150.20 (C-Ar), 150.18 (C-Ar), 140.47 (C8), 137.26 (C-Ar),
137.19 (C-Ar), 130.76 (CH-Ar), 130.74 (CH-Ar), 129.57 (CH-Ar), 129.32 (CH-Ar), 129.31 (CH-Ar), 129.29 (CH-Ar),
129.26 (CH-Ar), 126.16 (CH-Ar), 126.14 (CH-Ar), 121.46 (d, 3JCp = 4.7 Hz, CH-Ar), 121.38 (d, 3JC.p = 4.7 Hz, CH-Ar)
120.54 (C5), 120.53 (C5), 93.24 (C1"), 3.18 (C1'), 80.43 (d, 3JCp = 3.6 Hz, C4"), 80.36 (d, 3JCp = 3.6 Hz, C4'), 76.62
(C2'), 68.62 (d, 2JC.p = 5.3 Hz, C5'), 68.30 (d, 2JC.p = 5.3 Hz, C5'), 67.95 (OCH,Ph), 67.92 (OCH2Ph), 51.74 (CHCHs),
51.60 (CHCHs), 34.91 (C3'), 34.70 (C3'), 20.45 (d, 3JC.p= 7.0 Hz, CHCHs), 20.28 (d, %JC.» = 7.0 Hz, CHCH3).

3P RMN (202 MHz, CDsOD): 8P 3.9, 3.7.
MS (ES+) m/z: Encontrado 569.2 (M + H*), 591.2 (M + Na*), 1159.4 (2M + Na*) C2sH29NsO7P requerido: (M) 568.2.

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, 1 = 254 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 14.02 min. y tR 14.26 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(naftalen-1-iloxi)fosforil)amino)propanoato B

NH,
N &S
N
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Q NN
0-P-0 o
NH
of\ OH
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Usando el Procedimiento general 1 anterior, N-metilimidazol (240 pL, 3.0 mmol) y una solucién de (2S)-bencil 2-((cloro
(naftalen-1-iloxi) fosforil) amino) propanoato (727 mg, 1.8 mmol) en THF anhidro (10 ml) se afiadi6é gota a gota a una
suspension de 3'-desoxiadenosina (150 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente
CH3OH/CH2CI,0/100 a 6/94) y TLC preparativa (2000 uM, sistema de eluyente CH3OH/CH,Cl, 5/95) proporciond el
compuesto deseado como un sélido blanco (45 mg, 12%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 619.2 (M + H*), 641.2 (M + Na*), 1259.4 (2M + Na*) C3oH31NsO7P requerido: (M) 618.58.
3P RMN (202 MHz, CH3OD): 8P 4.3 (s), 4.1 (S).

H RMN (500 MHz, CH3OD): 5H 8.24 (s, 0.5H, H8), 8.22 (s, 0.5H, H8), 8.20 (s, 0.5H, H2), 8.19 (s, 0.5H, H2), 8.14-8.09
(m, 1H, Ar), 7.89-7.85 (m, 1H, Ar), 7.70-7.67 (m, 1H, Ar), 7.53-7.42 (m, 3H, Ar), 7.39-7.34 (m, 1H, Ar), 7.31-7.25 (m,
5H, Ar), 5.99 (d, J= 2.0 Hz, 0.5H, H1'), 5.98 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H, H1'), 5.10-5.01 (m, 2H, CH,Ph), 4.72-4.61 (m, 2H,
H2', H4'), 4.47-4.40 (m, 1H, H5'), 4.33-4.24 (m, 1H, H5'), 4.09-3.98 (m, 1H, CH ala) 2.35-2.26 (m, 1H, H3'), 2.07-1.98
(m, 1H, H3'), 1.30-1.24 (m, 3H, CHa).

13C RMN (125 MHz, CH30D): 5C 174.85 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 174.56 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 157.33 (C6), 157.31
(CB), 153.87 (C2), 153.85 (C2), 150.24 (C4), 150.23 (C4), 147.91 (d, 3JC.r = 7.5 Hz, 'ipso’ Nap), 147.95, (d, 3JC.p = 7.5
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Hz, 'ipso' Nap), 140.56 (C8), 140.50 (C8), 137.22 (C-Ar), 137.17 (C-Ar), 136.28 (C-Ar), 129.55 (CH-Ar), 129.53 (CH-
Ar), 129.30 (CH-Ar), 129.25 (CH-Ar), 128.88 (CH-Ar), 128.82 (CH-Ar), 127.91 (d, 2JC. = 6.25 Hz, C-Ar), 127.83 (d,
2JC.p = 6.25 Hz, C-Ar), 127.77 (CH-Ar), 127.75 (CH-Ar), 127.49 (CH-Ar), 127.45 (CH-Ar), 126.48 (CH-Ar), 126.47 (CH-
Ar), 126.02 (CH-Ar), 125.97 (CH-Ar), 122.77 (CH-Ar), 122.63 (CH-Ar), 120.58 (C5), 120.53 (C5), 116.35 (d, 3JC.p =
3.75 Hz, CH-Ar), 116.15 (d, 3JC. = 3.75 Hz, CH-Ar), 93.22 (C1'), 93.20 (C1'), 80.30 (d, 3JC.p = 2.75 Hz, C4'), 80.24 (d,
3JCp = 2.75 Hz, C4'), 76.51 (C2'), 76.44 (C2'), 68.87 (d, 2JC = 52 Hz, C5'), 68.64 (d, 2JCp = 5.2 Hz, C5'), 67.93
(OCH,Ph), 51.82 (CH ala), 51.73 (CH ala), 35.01 (C-3'), 34.76 (C3'), 20.41 (d, 3JC.p = 6.7 Hz, CHj ala), 20.22 (d, 3JC.
Pp= 6.7, CH3 ala).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, 1 = 200 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 16.36 min. y tR 16.60 min.

Ejemplo comparativo: Bencil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(fenoxi)fosforil)amino)acetato C
NHp
N /}%
- ¢<I )
\_7 o NN
. 0-P-0 o
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Usando el Procedimiento general 1 anterior, se agregaron N-metilimidazol (80 pL, 1.0 mmol) y una solucién de bencil
2-((cloro (fenoxi) fosforil) amino) acetato (204 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro (2 mL) La suspension de 3'-
desoxiadenosina (50 mg, 0.20 mmoles) en THF anhidro se agit6é y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 16 horas. La purificacién por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl» 0/100
a 6/94) y TLC preparativa (500 uM, sistema de eluyente CHzOH/CH,Cl> 5/95) proporciond el compuesto deseado
como un sélido blanco (21 mg, 19%).

(ES+) m/z, Encontrado 555.2 (M + H*), 577.2 (M + Na*), 1131.4 (2M + Na*). C25H27NsO7P requerido: (M) 554.2.
3P RMN (202 MHz, CH3z0D) & 5.1, 4.9.

H RMN (500 MHz, CHs0D) & 8.27 (s, 0.5H, H8), 8.24 (s, 0.5H, H8), 8.22 (s, 0.5H, H2), 8.21 (s, 0.5H, H2), 7.37-7.26
(m, 7H, Ph), 7.22-7.13 (m, 3H, Ph), 6.02 (d, J = 1.8 Hz, 0.5H, H1'), 6.00 (d, J= 1.8 Hz, 0.5H, H1'), 5.14-5.11 (m, 2H,
OCH,Ph), 4.73-4.64 (m, 2H, H2', H4'), 4.50-4.39 (m, 1H, H5'), 4.36-4.24 (m, 1H, H5'), 3.53-3.71 (m, 2H, CH_ gly), 2.39-
2.25 (m, 1H, H3"), 2.13-2.02 (m, 1H, H3").

13C RMN (125 MHz, CHs0OD) & 172.30 (d, %JC.p = 5.0 Hz, C=0), 172.27 (d, %JC.p = 5.0 Hz, C=0), 157.34 (C6), 157.32
(C6), 153.88 (C2), 153.87 (C2), 152.08 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, C-Ar), 152.05 (d, %JC.p = 7.5 Hz, C-Ar), 150.20 (C4), 150.19
(C4), 140.52 (C8), 140.42 (C8), 137.15 (CAr), 130.79 (CH-Ar), 129.57 (CH-Ar), 129.55 (CH-Ar), 129.35 (CH-Ar), 129.34
(CH-Ar), 129.33 (CH-Ar), 126.22 (CH-Ar), 121.44 (d, JC.p = 3.7 Hz, CH-Ar), 121.40 (d, JC.» = 3.7 Hz, CH-Ar), 120.51
(C5), 120.49 (C5), 93.19, 93.14 (C1'), 80.46 (d, 3JC.p = 4.60 Hz, C4'), 80.39 (d, 3JC.» = 4.60, C4'), 76.66 (C2'), 68.68
(d, 2JCp = 5.42 Hz, C5'), 68.24 (d, 2JC.p = 5.42 Hz, C5'), 67.95 (OCH,Ph), 67.93 (OCH,Ph), 43.90 (CH, gly), 43.83
(CH2 gly), 34.83 (C3'), 34.54 (C3)).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, 1 = 200 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 13.63 min. y tR 13.41 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-pentil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(naftalen-1-iloxi)fosforil)amino)-4-metilpentanoato D
NH,
N \N
o VK. @
9 "N
0-P-0- o
NH
k/\/o OH
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Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (76 L, 0.95 mmol) y una solucién de (2S)-pentil 2-((cloro
(naftalen-1-iloxi) fosforil) amino)-4-metilpentanoato (250 mg, 0.6) mmol) en THF anhidro (1 ml) se afiadieron gota a
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gota a una suspension de 3'-desoxiadenosina (48 mg, 19 mmol) en THF anhidro (5 ml) y la mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema
de eluyente CH3OH/CH,Cl, 0/100 a 5/95) y TLC preparativa (1000 uM, sistema de eluyente CH3OH/CH,Cl, 4/96)
proporciono el compuesto deseado como un sélido blanco (27 mg, 22%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 641.3 (M + H*), 663.3 (M + Na*), 1303.6 (2M + Na*) C31H41NsO7P requerido: (M) 640.3.
3P RMN (202 MHz, CH3;0D) & 4.64, 4.37.

'"H RMN (500 MHz, CH;0D) & 8.28 (s, 0.5H, H-8), 8.25 (s, 0.5H, H-8), 8.21 (s, 0.5H, H-2), 8.20 (s, 0.5H, H-2), 8.17-
8.12 (m, 1H, Nap), 7.88-7.83 (m, 1H, Nap), 7.69-7.66 (m, 1H, Nap), 7.54-7.42 (m, 3H, Nap), 7.40-7.35 (m, 1H, Nap),
7.31-7.26 (m, 5H, Ar), 6.01 (d, J = 2.1 Hz, 0.5H, H1'), 6.00 (d, J = 2.1 Hz, 0.5H, H1'"), 4.47-4.67 (m, 2H, H2', H4"), 4.55-
4.44 (m, 1H, H5"), 4.43-4.31 (m, 1H, H5'), 4.00-3.87 (m, 3H, CH leu, CH Pen), 2.44-2.30 (m, 1H, H3'), 2.14-2.04 (m,
1H, H3"), 1.66-1.39 (m, 5H, CHCH leu, CH; Pen), 1.1.28-1.21 (m, 4H, CH,CH> Pen), 0.86-0.81 (m, 3H, CHsPen), 0.81-
0.68 (m, 6H, (CHs)2 leu).

13C RMN (125 MHz, CH3z0D) & 175.42 (d, 3JC.p = 2.5 Hz, C=0), 175.04 (d, 3*JC = 2.5 Hz, C=0), 157.32 (C6), 153.87
(C2), 153.86 (C2), 150.23 (C4), 147.97 (d, °JCp = 6.2 Hz, 'ipso' Nap), 140.55 (C8), 136.30 (C-Ar), 136.29 (C-Ar),
128.89 (CH-Ar), 128.84 (CH-Ar), 127.95 (CAr), 127.91 (C-Ar), 127.84 (C-Ar), 127.78 (CH-Ar), 127.76 (CH-Ar), 127.46
(CH-Ar), 126.50 (C-Ar), 126.48 (C-Ar), 126.46 (C-Ar), 126.01 (CH-Ar), 125.91 (CH-Ar), 122.80 (CH-Ar), 122.70 (CH-
Ar), 120.58 (C5), 120.56 (C5), 116.40 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, CH-Ar), 116.01 (d, 3JCr = 3.7 Hz, CH-Ar), 93.31 (C1'), 93.27
(C1"), 80.35 (d, 3JCp = 3.5 Hz, C4'), 80.29 (d, 3JC.r = 3.5 Hz, C4'), 76.54 (C2'), 76.50 (C2'"), 69.07 (d, 2JCp = 5.5 Hz,
C5'), 68.85 (d, 2JC.p = 5.5 Hz, C5'), 66.33 (CH. Pent), 66.32 (CH, Pent), 54.81 (CH leu), 54.71 (CH leu), 44.22 (d, 3JC.
p = 7.6 Hz, CH; leu), 43.93 (d, °JC.p = 7.6 Hz, CH; leu), 35.15 (C3'), 34.86 (C3'), 29.32 (CH; pent), 29.30 (CH; Pent),
29.11 (CH: pent), 25.67 (CH leu), 25.45 (CH leu), 23.30 (CH2 pent), 23.12 (CHj3 leu), 23.02 (CH3 leu), 22.04 (CHjs leu),
21.78 (CHgs leu), 14.28 (CHs pent).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, 1 = 200 nm, mostré
un pico de los dos diastereoisomeros superpuestos con tR 20.84 min.

Ejemplo comparativo: Metil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-il)-metoxi)(naftalen-

1-iloxi)fosforil)amino)-2-metilpropanoato E
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N
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Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (24 pL, 3.0 mmol) y una solucién de 2-((cloro (naftalen-
1-iloxi) fosforil) amino)-2-metilpropanoato de metilo (612 mg, 1.8 mmol) en THF anhidro (1 ml) se afiadié gota a gota
a una suspension de 3'-desoxiadenosina (150 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro (15 ml) y la mezcla de reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema de
eluyente CH3OH/CHCI, 0/100 a 7/93) y TLC preparativa (1000 uM, sistema de eluyente CH3;OH/CH.Cl, 4/96)
proporciond el compuesto deseado como un sélido blanco (20 mg, 6%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 557.2 (M + H*), 579.2 (M + Na*), 1135.4 (2M + Na*) C25H29NsO7P requerido: (M) 556.51.
3P RMN (202 MHz, CH3z0D) & 2.73.

'"H RMN (500 MHz, CH30D) & 8.28 (s, 0.5H, H8), 8.25 (s, 0.5H, H8), 8.21 (s, 0.5H, H2), 8.19 (s, 0.5H, H2), 8.18-8.14
(m, 1H, Nap), 7.90-7.84 (m, 1H, Nap), 7.71-7.66 (m, 1H, Nap), 7.53-7.47 (m, 3H, Nap), 7.41-7.35 (m, 1H, Nap), 6.03
(d, J=2.1 Hz, 0.5H, H1"), 5.99 (d, J= 2.1 Hz, 0.5H, H1'), 4.76-4.67 (m, 2H, H2', H4'), 4.52-4.44 (m, 1H, H5'), 4.42-4.33
(m, 1H, H5"), 3.65 (s, 1.5H, OCHa), 3.64 (s, 1.5H, OCHj3), 2.48-2.41 (m, 0.5H, H3"), 2.37-2.30 (m, 0.5H, H3'), 2.15-2.09
(m, 0.5H, H3'"), 2.08-2.02 (m, 0.5H, H3'), 1.47-1.44 (m, 6H, CHs).

13C RMN (125 MHz, CHs0D) & 177.25 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 157.53 (C6), 157.51 (C6), 153.86 (C2), 150.28 (C4),
150.25 (C4), 148.06 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, 'ipso’ Nap), 148.04 (d, 3JC.» = 7.5, 'ipso’ Nap), 140.67 (C8), 140.60 (C8), 136.28
(C-Ar), 136.27 (C-Ar), 128.82 (CH-Ar), 128.80 (CH-Ar), 127.93 (d, 2JC.p = 6.25 Hz, C-Ar), 127.92 (d, 2JC.p = 6.25 Hz,
C-Ar), 127.71 (CH-Ar), 127.69 (CH-Ar), 127.32 (CH-Ar), 126.44 (CH-Ar), 125.84 (CH-Ar), 122.93 (CH-Ar), 120.56 (C5),
120.50 (C5), 116.38 (d, 3JC.p = 3.75 Hz, CH-Ar), 116.36 (d, 3JC = 3.75 Hz, CH-Ar), 93.25 (C1'), 80.40 (d, 3JC.r = 8.0
Hz, C4'), 80.33 (d, 3JC.p = 8.0 Hz, C4'), 76.57 (C2'), 76.43 (C2'), 68.99 (d, 2JC.p = 5.5 Hz, C5'), 68.84 (d, 2JC.p = 5.5
Hz, C5'), 53.01 (OCHj), 35.22 (C-3'), 34.90 (C3'), 27.85 (d, 3JCr = 6.0 Hz, CHs), 27.80 (d, 3JC.» = 6.0, CHs), 27.60 (d,
3JC.p = 6.0, CHa), 27.56 (d, 3JC.p= 6.0, CHa).
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HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, 1 = 254 nm, mostré
dos picos con tR 16.51 min, tR 16.75 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)(2-(3-
etoxi-3-oxopropil)fenoxi)fosforil)Jamino)propanoato F

o/ NH,
o) 3 | N
N N/)

Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (32 yL, 4.2 mmol) y una solucién de (2S)-bencil 2-((cloro
(2- (3-etoxi-3-oxopropil) fenoxi) fosforil) amino) propanoato (1,14 g, 2,5 mmol) en THF anhidro (2 ml) se afiadieron gota
a gota a una suspension de 3'-desoxiadenosina (210 mg, 0.84 mmol) en THF anhidro (10 ml) y la mezcla de reaccién
se agitdé a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna
(sistema eluyente CH3OH/CHCI3 0/100 a 8/92) y TLC preparativa (1000 uM, sistema eluyente CH3OH/CH.Cl, 5/95)
proporciond el compuesto deseado en forma de un sélido blanco (123 mg, rendimiento = 22%). ).

MS (ES+) m/z: Encontrado 669.3 (M + H*), 691.3 (M + Na*), C31H37NsO9P requerido: (M) 668.63. 3'P RMN (202 MHz,
CH3OD): 5P 3.95, 3.65.

"H RMN (500 MHz, CH30D): 8H 8.25 (s, 0.5H, H8), 8.21 (s, 1H, H8, H2), 8.20 (s, 0.5H, H2), 7.35-7.29 (m, 6H, Ph),
7.25-7.21 (m, 1H, Ph), 7.16-7.07 (m, 2H, Ar), 6.00 (d, J = 1.9 Hz, 0.5H, H1'), 5.98 (d, J = 1.9 Hz, 0.5H, H1'), 5.17-5.05
(m, 2H, OCH.Ph), 4.76-4.73 (m, 0.5H, H2"), 4.70-4.59 (m, 1.5H, H2', H4'"), 4.45-4.34 (m, 1H, H5'), 4.30-4.22 (m, 1H,
H5'"), 4.08-3.96 (m, 3H, CH,CHa;, CH ala), 2.98-2.92 (m, 2H, CH,CH), 2.62-2.56 (m, 2H, CH,CHy), 2.40-2.29 (m, 1H,
H3"), 2.11-2.03 (m, 1H, H3'), 1.36 (d, J = 6.9 Hz, 1.5 H, CH3 ala), 1.33 (d, J=6.9 Hz, 1.5 H, CHz ala), 1.17 (t, J=7.0
Hz, 1.5 H, CH2CH3), 1.16 (t, J = 7.0 Hz, 1.5 H, CH2CHs3).

13C RMN (125 MHz, CH30D): 8C 174.82 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 174.62 (C=0), 174.58 (C=0), 174.55 (d, 3JCp = 3.7
Hz, C=0), 157.34 (CB), 157.32 (C6), 153.86 (C2), 153.84 (C2), 150.48 (d, JC.p = 2.5 Hz, C-Ar), 150.44 (C4), 150.22
(d, JCp = 2.5 Hz, C-Ar), 140.49 (C8), 137.29 (C-Ar), 137.21 (C-Ar), 133.09 (d, J = 7.5 Hz, C-Ar), 132.94 (d, J = 7.5 Hz,
C-Ar), 131.62 (CH-Ar), 131.59 (CH-Ar), 129.58 (CH-Ar), 129.34 (CH-Ar), 129.31 (CH-Ar), 129.28 (CH-Ar), 128.70 (d, J
= 5.0 Hz, CH-Ar), 128.69 (d, J = 5.0 Hz, CH-Ar), 126.18 (CH-Ar), 121.02 (d, J = 2.5 Hz, CH-Ar), 120.49 (d, J = 2.5 Hz,
CH-Ar), 120.58 (C5), 93.28 (C1'), 93.24 (C1'), 80.32 (d, 3JC.p = 8.7 Hz, C4'), 76.57 (C2'), 68.86 (d, 2JC.» = 5.0 Hz, C5),
68.53 (d, 2JC.p = 5.0 Hz, C5'), 67.98 (OCH.Ph), 67.95 (OCH,Ph), 61.57 (CH,CHs), 51.76 (CH ala), 51.65 (CH ala),
35.37 (CH,CH.), 35.30 (CH,CH,), 35.08 (C3'), 34.85 (C3'), 26.77 (CH,CHy), 26.72 (CH,CH), 20.55 (d, 3JC.p = 6.2 Hz,
CHs ala), 20.33 (d, 3JC.p = 6.2 Hz, CHs ala), 14.53 (CH,CHs).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H.O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, | = 245 nm, mostré
un pico con tR 15.99 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil  2-(((((2R,3R,5S)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(hidroximetiltetrahidro-furan-3-
il)oxi)(fenoxi)fosforil)amino)propanoato G

NH,
N
¢ N
?‘i kN*:»’J
"o o)
s
o..° i
'PWQ i,
w**“““§ HN
= OW&
o

Usando el Procedimiento general 3 anterior, se suspendié 3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.20 mmol) en THF anhidro (5
ml) y se afadié ‘BuMgCl (solucién 1.0 M en THF, 0.22 ml, 0.22 mmol) a temperatura ambiente. Se afiadié gota a gota
una solucioén de (2S)-bencil 2-((cloro (fenoxi) fosforil) amino) propanoato (212 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro (2 ml) y
la mezcla de reacciéon se agitd a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por
cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3OH/CHCI, 0/100 a 8/92) y TLC preparativa (500 uM, sistema de
eluyente CH3OH/CH,CI, = 5/95) proporcioné el compuesto deseado como un sélido blanco (6 mg, 5%).

28



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2742 167 T3

MS (ES+) m/z: Encontrado 569.2 (M + H*), 591.2 (M + Na*), 1159.4 (2M + Na*) C2sH29NsO7P requerido: (M) 568.2.
3P RMN (202 MHz, CH3;0D): 8P 2.44 (s), 2.92 (s).

H RMN (500 MHz, CH3OD): 5H 8.41 (s, 0.5 H, H8), 8.28 (s, 0.5 H, H8), 8.19 (s, 0.5H, H2), 8.18 (s, 0.5H, H2), 7.39-
7.30 (m, 4H, Ar), 7.28-7.18 (m, 4H, Ar), 7.17-7.11 (m, 1H, Ar), 7.08-7.03 (m, 1H, Ar), 6.23 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H, H1"),
6.08 (d, J = 3.4 Hz, 0.5H, H1'), 5.52-5.43 (m, 1H, C2'), 5.19-5.12 (m, 1H, CH,Ph), 5.07-4.95 (m, 1H, CH,Ph), 4.48-4.42
(m, 1H, H4'), 4.05-3.97 (m, 1H, CH ala), 3.95-3.87 (m, 1H, H5'), 3.69-3.61 (m, 1H, H5'), 2.59-2.45 (m, 1H, H3'), 2.31-
2.23 (m, 1H, H3"), 1.36-1.27 (m, 3H, CH; ala).

13C RMN (125 MHz, CH3OH): 5C 174.76 (d, 3JC.p = 5.0 Hz, C=0), 174.52 (d, 3JC.p = 5.0 Hz, C=0), 157.44 (C6), 153.76
(C2), 151.93 (C4), 150.06 (C-Ar), 149.93 (C-Ar), 141.38 (C8), 141.18 (C8), 137.33 (C-Ar), 137.10 (C-Ar), 130.69 (CH-
Ar), 130.79 (CH-Ar), 129.61 (CH-Ar), 129.51 (CH-Ar), 129.40 (CH-Ar), 129.30 (CH-Ar), 129.23 (CH-Ar), 126.33 (CH-
Ar), 126.16 (CH-Ar), 121.53 (d, 3JC.p = 4.5 Hz, CH-Ar), 121.20 (d, 3JC.p= 4.5 H, CH-Ar), 120.76 (C5), 91.56 (d, 3JC.p =
7.7 Hz, C1'), 91.45 (d, 3JC.p = 7.7 Hz, C1'), 82.78 (C4"), 82.28 (C4'), 81.83 (d, 2JC.p = 4.7 Hz, C2'), 80.96 (2 x d, 2JC.p
= 4.7 Hz, C2'), 67.95 (OCH,Ph), 67.92 (OCH.Ph), 64.13 (C5'), 63.59 (C5'), 51.88 (CH ala), 51.75 (CH ala), 33.75 (d,
3JC.p = 3.0 Hz, C3"), 33.59 (d, 3JC.p = 3.0 Hz, C3'), 20.33 (d, 3JC.r = 7.1 CHj ala), 20.18 (d, 3JC.p = 7.1 CH ala).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3OH de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, | = 254 nm, mostrd
dos picos de los diastereisémeros con tR 22.16 min. y tR 22.43 min.

Ejemplo comparativo: Bencil 2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-((((1-(benciloxi)-1-oxopropan-2-
illamino)(fenoxi)fosforil)oxi)tetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil)-amino)propanoato H

NH,
e Nww ‘\N
72N 1
\ 7 o A
= 0“%""9‘”} ~0- i
N NH
O o
\,?;’/L\ 0.g” I |

Usando el Procedimiento general 3 anterior, se suspendié 3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.20 mmol) en THF anhidro (5
ml) y se afadié ‘BuMgCl (soluciéon 1.0 M en THF, 0.22 ml, 0.22 mmol) a temperatura ambiente. Se afiadié gota a gota
una solucion de (2S)-bencil 2-((cloro (fenoxi)fosforil) amino)propanoato (212 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro (2 ml) y la
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia
de columna (sistema eluyente CH3zOH/CH.Cl, 0/100 a 8/92) y TLC preparativa (500 pM, sistema eluyente
CH3OH/CH,CI, 5/95) proporcion6 el compuesto deseado en forma de un sélido blanco (19 mg, rendimiento = 11%). ).

MS (ES+) m/z, Encontrado 886.3 (M + H*), 1771.6 (2M + H*), 751.2 (molecule without nucleobase M). C42HsN7011P2
requerido: (M+) 885.3.

3P RMN (202 MHz, CH3;0OD): &P 3.98, 3.88, 3.59, 3.12, 3.05, 2.45, 2.32.

H RMN (500 MHz, CHsOD): 3H 8.24-8.13 (m, 2H, H8, H2), 7.39-7.08 (m, 20H, Ph), 6.27-6.23 (m, 0.5H, H1'), 6.16-
6.13 (m, 0.5H, H1'), 5.61-5.48 (m, 1H, H2'), 5.17-4.91 (m, 4H, CH,Ph), 4.57-4.49 (m, 1H, H4'), 4.41-4.29 (m, 1H, H5"),
4.25-4.15 (m, 1H, H5'), 4.10-4.01 (m, 1H, CH ala), 3.99-3.89 (m, 1H, CH ala), 2.57-2.41 (m, 1H, H3"), 2.28-2.17 (m,
1H, H3'), 1.38-1.23 (m, 6H, CHs ala).

3C RMN (125 MHz, CH3zOD): 8C 174.88 (C=0), 174.83 (C=0), 174.79 (C=0), 174.73 (C=0), 174.61 (C=0), 174.57
(C=0), 174.53 (C=0), 157.36 (C6), 157.34 (C6), 157.32(C6), 157.29 (C6), 154.04 (C2), 154.01 (C2), 153.97 (C2),
153.94 (C2), 152.09 (C4), 152.04 (C4), 152.02 (C4), 151.97 (C4), 150.31 (C-Ar), 150.29 (C-Ar), 150.16 (C-Ar), 140.98
(C8), 140.91 (C8), 140.81 (C8), 137.31 (C-Ar), 137.28 (C-Ar), 137.22 (C-Ar), 137.09 (C-Ar), 130.86 (CH-Ar), 130.78
(CH-Ar), 130.77 (CH-Ar), 129.65 (CH-Ar), 129.61 (CH-Ar), 129.58 (CH-Ar), 129.55 (CH-Ar), 129.44 (CH-Ar), 129.42
(CH-Ar), 129.38 (CH-Ar), 129.34 (CH-Ar), 129.32 (CH-Ar), 129.30 (CH-Ar), 129.28 (CH-Ar), 129.23 (CH-Ar), 129.21
(CH-Ar), 12.42 (CH-Ar), 126.23 (CH-Ar), 126.20 (CH-Ar), 126.17 (CH-Ar), 121.65 (CH-Ar), 121.63 (CH-Ar), 121.61
(CH-Ar), 121.59 (CH-Ar), 121.52 (CH-Ar), 121.50 (CH-Ar), 121.47 (CH-Ar), 121.46 (CH-Ar), 121.40 (CH-Ar), 121.39
(CH-Ar), 121.36 (CH-Ar), 121.35 (CH-Ar), 121.30 (CH-Ar), 121.28 (CH-Ar), 121.26 (CH-Ar), 121.24 (CH-Ar), 120.61
(C5), 120.57 (C5), 120.56 (C5), 120.54 (C5), 91.56 (C1'), 91.51 (C1"), 91.45 (C1"), 91.25 (C1"), 91.20 (C1'), 81.84 (C2'),
81.82 (C2'), 81.79 (C2'), 81.27 (C2'), 81.22 (C2'), 81.18 (C2'), 80.49 (C4'), 80.43 (C4'), 80.06 (C4'), 79.99 (C4"), 68.29
(C5', OCH2Ph), 68.25 (C5', OCH2Ph), 68.00 (C5', OCH2Ph), 67.96 (C5', OCH.Ph), 67.94 (C5', OCH2Ph), 67.90 (C5',
OCHPh), 67.71 (C5', OCH2Ph), 67.67 (C5', OCH2Ph), 51.91 (CH ala), 51.74 (CH ala), 51.70 (CH ala), 51.59 (CH ala),
34.22 (C3'), 34.20 (C3"), 34.16 (C3'), 33.97 (C3'), 33.94 (C3"), 33.91 (C3'), 20.44 (CH3 ala), 20.43 (CHs ala), 20.39 (CH3
ala), 20.29 (CHs; ala), 20.27 (CHs ala), 20.24 (CHsala), 20.21 (CHs ala), 20.19 (CHs ala).
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HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H.O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, | = 254 nm, mostré
un pico ancho con tR 15.97 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil  2-(((((2R,3R,5S)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(hidroximetiltetrahidro-furan-3-
il)oxi)(naftalen-1-iloxi)fosforil)amino)propanoato |

Utilizando el Procedimiento general 3 anterior, se suspendié 3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.20 mmol) en THF anhidro
(5 ml) y se afadio gota a gota '‘BuMgCl (solucion 1.0 M en THF, 0.3 ml, 0.3 mmol) a temperatura ambiente. Se afiadio
gota a gota una solucion de (2S)-bencil 2-((cloro (naftalen-1-iloxi) fosforil) amino)propanoato (323 mg, 0.8 mmol) en
THF anhidro (2 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La
purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl» 0/100 a 6/94) y TLC preparativa (500
MM, sistema de eluyente CHz;OH/CHCl, 5/95) proporcion6 el compuesto deseado como un solido blanco (14 mg,
11%).

(ES+) m/z, Encontrado 619.2 (M + H*), 641.2 (M + Na*), 1259.4 (2M + Na*). C30H31NsO7P requerido: (M) 618.20.
3P RMN (202 MHz, CH30D): 8P 3.27 (s), 2.75 (s).

H RMN (500 MHz, CHsOD): 8H 8.37 (s, 1H, H8), 8.18 (s, 1H, H8), 8.14 (s, 1H, H2), 8.13-8.11 (m, 0.5 H, Nap) 8.11 (s,
1H, H2), 7.94-7.90 (m, 0.5 H, Ar), 7.90-7.87 (m, 0.5 H, Ar), 7.86-7.82 (m, 0.5 H, Ar), 7.74-7.70 (m, 0.5 H, Ar), 7.66-7.61
(m, 0.5 H, Ar), 7.57-7.47 (m, 1.5 H, Ar), 7.46-7.37 (m, 2.5 H, Ar), 7.34-7.27 (m, 4 H, Ar), 7.25-7.17 (m, 1 H, Ar), 6.19
(d, J = 2.4 Hz, 0.5H, H1"), 6.04 (d, J = 2.4 Hz, 0.5H, H1'), 5.60-5.54 (m, 0.5H, H2"), 5.50-5.42 (m, 0.5H, H2"), 5.16-4.99
(m, 2H, OCH,Ph), 4.46-4.40 (m, 0.5H, H4'), 4.36-4.30 (m, 0.5H, H4'), 4.13-4.04 (m, 1H, CH ala), 3.90-3.83 (m, 1H,
H5'), 3.64-3.56 (m, 1H, H5'), 2.61-2.54 (m, 0.5H, H3"), 2.49-2.41 (m, 0.5H, H3'), 2.35-2.27 (m, 0.5H, H3'), 2.22-2.16 (m,
0.5H, H3'), 1.35-1.24 (m, 3H, CHs ala).

13C RMN (125 MHz, CH3zOH): 8C 174.52 (C=0), 174.49 (C=0), 157.27 (C6), 153.58 (C2), 149.97 (C4), 149.93 (C-4),
147.70 (d, 3JC.p = 7.5, 'ipso’' Nap), 147.48 (d, 3JCr = 7.5, 'ipso' Nap), 141.36 (C8), 141.19 (C8), 137.25 (C-Ar), 137.05
(C-Ar), 136.31 (C-Ar), 136.20 (C-Ar), 129.58 (CH-Ar), 129.48 (CH-Ar), 129.37 (CH-Ar), 129.26 (CH-Ar), 129.22 (CH-
Ar), 128.88 (CH-Ar), 127.84 (CH-Ar), 127.75 (CH-Ar), 127.49 (CH-Ar), 127.44 (CH-Ar), 126.48 (CH-Ar), 126.39 (CH-
Ar), 126.26 (CH-Ar), 126.05 (CH-Ar), 122.76 (CH-Ar), 122.38 (CH-Ar), 120.68 (C5), 120.61 (C5), 116.64 (d, 3JCp =
3.75 Hz, CH-Ar), 116.13 (d, 3JC, = 3.75, CH-Ar), 91.60 (d, °JCr = 7.5 Hz, C1'), 91.43 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, C1'), 82.74
(C4"), 82.27 (C4'"), 81.99 (d, 2JCp = 5.5 Hz, C2'), 81.12 (d, 2JCp = 5.5 Hz, C2'), 67.97 (OCH,Ph), 67.94 (OCH,Ph),
64.16 (C5'), 63.51 (C5'), 51.96 (CH ala), 51.89 (CH ala), 33.89 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, CHjs ala), 33.63 (d, 3JC.rp = 7.5 Hz,
CHjs ala).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3OH de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, | = 200 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 24.84 min. y tR 25.43 min.

Ejemplo comparativo: Bencil 2-[({[5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxioxolan-2-iljmetoxi}({[ 1-(benciloxi)-1-oxopropan-2-
illamino})fosforil)amino]propanoato J

NH
N g

(Wm ”‘\Ow ot <, f’
i‘i ; NH M N"j

Utilizando el Procedimiento general 2 anterior, se suspendié 3'-desoxiadenosina (200 mg, 0.80 mmol) en (CH3) 3PO3
(5 ml) y se anadi6 gota a gota POCI3 (75 pl, 0.80 mmol) a -5 °C. Se dej6 que la mezcla de reaccion alcanzara la
temperatura ambiente y se dejoé en agitacion durante 4 horas. Se afadié una solucion de (S)-1-(benciloxi)-1-
oxopropan-2-aminio 4-metilbencenosulfonato (1.4 g, 4.0 mmol) disuelto en CH»Cl, anhidro (5 ml) seguido de diisopropil
etil amina (1.4 ml, 8.0 mmol) a -78 °C. Después de agitar a temperatura ambiente durante 20 horas, se afiadié agua y
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se separaron las capas. La fase acuosa se extrajo con diclorometano y la fase organica se lavo con salmuera. Las
capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO, y se concentraron. El residuo se purificd por cromatografia de
columna (elucion en gradiente de CH>Clo,/MeOH = 100/0 a 93/7) para dar una espuma blanca (256 mg, 49%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 654.2 (M + H*), 676.2 (M + Na*), 1329.5 (2M + Na*) C3oH3sN7OgP requerido: (M) 653.62.
3P RMN (202 MHz, CH3zOD) & 13.9.

H RMN (500 MHz, CHs0OD) & 8.28 (s, 1H, H8), 8.22 (s, 1H, H2), 7.37-7.26 (m, 10H, Ph), 6.00 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H1'),
5.15-5.05 (M, 4H, OCH,Ph), 4.74-4.70 (m, 1H, H2'), 4.63-4.56 (m, 1H, H4'"), 4.24-4.18 (m, 1H, H5'), 4.11-4.05 (m, 1H,
H5'), 3.97-3.87 (m, 1H, CH ala), 2.35-2.27 (m, 1H, H3'), 2.07-2.01 (m, 1H, H3'), 1.34-1.27 (m, 3H, CHs ala).

13C RMN (125 MHz, CHs0OD) & 175.40 (d, 3JC.p = 5.0 Hz, C=0), 175.36 (d, 3JC.p = 5.0 Hz, C=0), 157.36 (C6), 153.91
(C2), 150.25 (C4), 140.64 (C8), 137.33 (C-Ar), 137.29 (C-Ar), 129.58 (CH-Ar), 129.57 (CH-Ar), 129.33 (CH-Ar), 129.31
(CH-Ar), 129.29 (CH-Ar), 120.55 (C5), 93.18 (C1'), 80.67 (d, 3JC. = 8.4 Hz, C4'), 76.59 (C2'), 67.90 (OCH,Ph), 67.47
(d, 2JC.p = 5.2 Hz, C5'), 51.14 (d, 2JC.p = 1.7 Hz, CH ala), 51.11 (d, 2JC.p = 1.7 Hz, CH ala), 35.08 (C3'), 20.77 (d, 3JC.
p = 6.5 Hz, CHs ala), 20.59 (d, 3JC.p = 6.5 Hz, CHs ala).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, 1ml/min, | = 254 nm, mostrd
un pico con tR 13.87 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil 2-((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-2-metoxi-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato K
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Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (99 pL, 1.24 mmol) y una solucién de (2S)-bencil 2-((cloro
(naftalen-1-iloxi) fosforil) amino)propanoato (303 mg, 0.75 mmol) en Se afiadié gota a gota THF anhidro (5 ml) a una
suspension de 2-O-metil-3'-desoxiadenosina (70 mg, 0.25 mmol) en THF anhidro (10 ml) y la mezcla de reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema
eluyente CH3OH/CH,Cl, 0/100 a 6/94) y TLC preparativa (sistema eluyente CHzOH/CH.Cl, 5/95) proporcioné el
compuesto deseado en forma de un sdlido blanco (96 mg, 60%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 649.2 (M + H*) C31H33NsOsP requerido: 648.21(M). 3'P RMN (202 MHz, CDs0D): 8P 4.38
(s), 4.08 (s). "H RMN (500 MHz, CDsOD): 8H 8.14-8.11 (d, J = 8.0Hz, 0.5H, Ar), 8.07 (d, J = 8.0Hz, 0.5H, Ar), 8.05 (s,
0.5H, H8), 8.02 (s, 0.5H, H8), 7.82-7.80 (m, 1H, Ar), 7.61 (d, J = 7.0Hz, Ar), 7.47-7.44 (m, 4H, Ar), 7.35-7.29 (m, 2H,
Ar), 7.24-7.22 (m, 3H, Ar), 5.88 (s, 1H, H1'), 4.71-4.68 (m, 1H, H4'), 4.65-6.60 (m, 1H, H2"), 4.42-4.40 (m, 1H, H5"),
4.30-4.27 (m, 1H, H5"), 4.08-3.98 (m, 1H, CH ala) 3.88 (s, 1.5H, OCHBs), 3.86 (s, 1.5H, OCH3), 2.37-2.33 (m, 1H, H3"),
2.04-2.01 (m, 1H, H3"), 1.27 (d J = 7.0 Hz, 1.5H, CHj3), 1.24 (d J = 7.0 Hz, 1.5H, CHs). '*C RMN (125 MHz, CH3;0OD):
5C 174.83 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 174.60 (d, 3JC, = 3.7 Hz, C=0), 163.70 (C-2), 158.10 (C6), 151.95 (C4), 147.95
(d, 3JC.p = 7.5 Hz, 'ipso' Nap), 147.91, (d, 3JC.p = 7.5 Hz, 'ipso’' Nap), 139.39 (C8), 139.37 (C8), 137.12, 137.17 (C-ipso
CH2Ph), 136.22 (C-Ar), 129.57, 129.54, 129.48, 129.32, 129.27, 129.12, 129.24 128.89, 128.83, (CH-Ar), 127.85 (d,
2JC.p = 6.25 Hz, C-Ar), 127.86, 127.76, 127.51, 127.48, 126.49, 126.00, 125.97, 122.73, 122.63 (CH-Ar), 116.86 (C5),
116.72 (C5), 116.29 (d, 3JC.p = 3.75 Hz, CH-Ar), 116.22 (d, 3JC.p = 3.75 Hz, CH-Ar), 93.33 (C1'), 93.31(C1'"), 80.24 (d,
3JC.p = 2.75 Hz, C4'), 76.29 (C2'), 76.26 (C2'), 69.09 (d, 2JCp= 5.0 Hz, C5'), 68.16 (d, 2JC, = 8.2 Hz, C5'), 67.95
(OCHzPh), 55.28, 55.32 (OCHs), 51.79 (CH ala), 51.71 (CH ala), 35.40 (C-3'), 35.12 (C3'), 20.49 (d, 3JCr = 6.7 Hz,
CHjs ala), 20.35 (d, 3JC.p = 6.7, CH3 ala). HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100
en 30 minutos, F =1ml/min, A = 280 nm, mostré dos picos de los diastereisomeros con tR 16.22 min. y tR 16.48 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil 2-((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-2-metoxi-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato L
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Usando el Procedimiento general 1 anterior, N-metilimidazol (99 uL, 1.24 mmol) y una solucién de (2S)-bencil 2-((cloro
(fenoxi) fosforil) amino) propanoato (264 mg, 0.75 mmol) en THF anhidro (2 Se afiadieron gota a gota a una suspension
de 2-O-metil-3'-desoxiadenosina (70 mg, 0.25 mmol) en THF anhidro y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3;OH/CH2Cl»0/100
a 6/94) y TLC preparativa (sistema de eluyente CH3OH/CH.Cl, 5/95) produjo el compuesto deseado en forma de un
solido blanco (13 mg, 10%).

(ES+) m/z, Encontrado 599.2 (M + H*), C27H31NsOsP requerido: 598.19 (M).

3P RMN (202 MHz, CDs0D) & 3.97, 3.64. "H RMN (500 MHz, CD3;0D) & 8.06 (s, 0.5H, H8), 8.04 (s, 0.5H, H8), 7.33-
7.28 (m, 7H, Ph), 7.20-7.14 (m, 3H, Ph), 5.92 (d, J = 1.5 Hz, 0.5H, H1"), 5.90 (d, J = 1.5 Hz, 0.5H, H1'), 5.14-5.04 (m,
2H, OCH,Ph), 4.78-4.76 (m, 0.5H, H4'), 4.74-4.72 (m, 0.5H, H4'), 4.63-4.59 (m, 1H, H2"), 4.10-4.34 (m, 1H, H5'a), 4.25-
4.20 (m, 1H, H5'b), 3.94, 3.95 (OCHs), 3.99-3.90 (m, 1H, CH ala), 2.40-2.37 (m, 1H, H3'), 2.07-2.04 (m, 1H, H3"), 1.31
(d J =7.0 Hz, CHj3), 1.26 (d, J = 7.0 Hz, CH3). *C RMN (125 MHz, CD30D) & 174.82 (d, 3JC.r = 3.7 Hz, C=0), 174.62
(d, 3JCp = 3.7 Hz, C=0), 163.80 (C-2), 158.16, 158.13 (C6), 152.15 (C4), 152.05 (d, °JCr = 4.8 Hz, C-ipso Ph), 152.00
(d, 3JCp = 4.8 Hz, C-ipso Ph), 139.39 (C8), 137.30, 137.21 (C-ipso CH2Ph), 130.72, 129.57, 129.31,129.27, 126.122
(CH-Ar), 121.42 (d, JCp = 4.5 Hz, CH-Ar), 121.37 (d, JCp = 4.5 Hz, CH-Ar), 116.72 (C5), 116.69 (C5), 93.33, 93.24
(C1", 80.26 (d, 3JC» = 8.87, C4'), 80.19 (d, 3JCr = 8.87, C4'), 76.35 (C2'), 68.78 (d, 2JCr = 5.0 Hz, C5'), 68.35 (d, 2JC.
p = 5.0 Hz, C5'), 67.94 (OCH.Ph), 67.92 (OCH.Ph), 55.25, 55.28 (OCHs), 51.69, 51.57 (CH ala), 35.23 (C3'), 34.96
(C3", 20.38 (d, 3JCp = 6.7, CH3 ala), 20.26 (d, 3JCp, = 6.7, CH; ala). HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con
H>O/CH3;CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, F =1ml/min, A = 280 nm, mostré dos picos de los diastereisémeros con
tR 14.22 min. y tR14.51 min.

Ejemplo comparativo: 2-O-metil-3'-desoxiadenosin-5'-O-[1-naftil(1-pentiloxi-L-leucinil)] fosfato M

4
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El compuesto M se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general 1 utilizando 2-O-metil-3'-desoxiadenosina (70
mg, 0.25 mmol), N-metilimidazol (99 uL, 1,24 mmol) y naftil (pentiloxi-L-leucinil)fosforocloridato ( 330 mg, 0.75 mmol).
La purificaciéon por cromatografia de columna (gradiente del sistema de eluyente CH3OH/CH,Cl, 0/100 a 6/94) y TLC
preparativa (2000 pM, sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl, 7/93) produjo el compuesto del titulo en forma de un sdlido
blanco (50 mg, 30%) .

3P RMN (202 MHz, CDsOD) 5P 4.53, 4.28.

H RMN (500 MHz, CD3OD) &H 8.04-7.96 (m, 1H, H8), 7.77-7.71 (m, 1H, Nap), 7.58-7.53 (m, 1H, Nap), 7.45-7.17 (m,
5H, Nap), 5.83-5.75 (m, 1H, H1'), 4.64-4.51 (m, 2H, H2', H4"), 4.40-4.16 (m, 2H, H5'), 3.88-3.75 (m, 6H, OCHs,
O(CH2)sCHs, CHCH,CH(CHs)2), 2.38-2.24 (m, 1H, H3'), 2.00-1.91 (m, 1H, H3'"), 1.53-1.05 (m, 11H, O(CH2)4CHs,
CHCH2CH(CHs)z2), 0.77-0.55 (m, 9H, O(CHz)sCHs, CHCH,CH(CHs)y).

13C RMN (125 MHz, CD30D) 5C 175.02 (d, 3JC.p = 2.5 Hz, C=0), 174.78 (d, 3JC.» = 2.5 Hz, C=0), 163.76 (C2), 158.14
(C6), 151.03 (C4), 147.96 (d, *JC.p = 7.2, 'ips0’ Nap), 138.96 (C8), 136.30 (C-Ar), 136.28 (C-Ar), 136.22 (C-Ar), 128.93
(CH-Ar), 128.88 (CH-Ar), 128.81 (CH-Ar), 128.48 (CH-Ar), 127.77 (CH-Ar), 127.73 (CH-Ar), 127.44 (CH-Ar), 127.42
(CH-Ar), 127.06 (CH-Ar), 126.86 (CH-Ar), 126.45 (CH-Ar). 126.44 (CH-Ar). 126.31 (CH-Ar), 125.98 (CH-Ar), 125.88
(CH-Ar), 123.83 (CH-Ar), 123.43 (CH-Ar), 123.24 (CH-Ar), 122.81 (CH-Ar), 122.77 (CH-Ar), 122.69 (CH-Ar), 116.34
(d, 3JCp = 3.7 Hz, CH-Ar), 116.02 (d, 3JC = 3.7 Hz, CH-Ar), 115.71 (C5), 93.42 (C1'), 93.32 (C1'), 80.22 (d, 3JCp =
5.3 Hz, C4'), 80.15 (d, 3JC.p = 5.3 Hz, C4'), 76.29 (C2'), 76.27 (C2'), 69.22 (d, 2JC» = 5.2 Hz, C5'), 69.028 (d, 2JC.p =
5.2 Hz, C5'), 66.31 (O(CH2)sCHj3), 66.30 (O(CH2)4CH3), 55.29 (OCH3), 55.24 (OCHg), 54.79 (CHCH,CH(CHs),), 54.68
(CHCH,CH(CHs)z), 44.20 (d, 3JCp = 7.25 Hz, CHCH,CH(CHjs)2), 43.93 (d, 3JC.p = 7.25 Hz, CHCH,CH(CHjs),), 35.49
(C3'), 35.17 (C3'), 29.31 (O(CH2)4CHs), 29.11 (O(CHz2)4CHjs), 25.67 (CHCH2CH(CHa)2), 25.44 (CHCH2CH(CHz)2), 23.30
(O(CH2)sCH3), 2310  (CHCH.CH(CH3);), 23.00 (CHCH:CH(CHs),), 22.94 (CHCH.CH(CHs);), 22.81
(CHCH,CH(CHp3)2), 14.27 (O(CH3)4CH?).

(ES+) m/z, Encontrado 671.3 (M + H*), C32H3NsOsP requerido: 670.69 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, | = 254 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 20.83 min. y tR 20.93 min.

Ejemplo comparativo: 2-O-metil-3'-desoxiadenosin-5'-O-[fenil(1-hexiloxi-L-alaninil)] fosfato N
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El compuesto N se prepard de acuerdo con el procedimiento general 1 utilizando 2-O-metil-3'-desoxiadenosina (70
mg, 0.25 mmol), N-metilimidazol (99 uL, 1,24 mmol) y fenil(hexiloxi-L-alaninil)fosforocloridato ( 261 mg, 0.75 mmol).
La purificaciéon por cromatografia de columna (gradiente del sistema de eluyente CH3OH/CH,Cl, 0/100 a 6/94) y TLC
preparativa (1000 pM, sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl, 7/93) produjo el compuesto del titulo en forma de un sdlido
blanco (26 mg, 18%) .

3P RMN (202 MHz, CDsOD) 5P 3.87, 3.65.

'H RMN (500 MHz, CD3OD) 5H 8.08 (s, 0.5H, H8), 8.07 (s, 0.5H, H8), 7.36-7.29 (m, 2H, Ph), 7.24-7.14 (m, 3H, Ph),
5.94 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H, H1), 5.92 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H, H1'), 4.81-4.76 (m, 1H, H2"), 4.71-4.62 (m, 1H, H4'), 4.48-4.43
(m, 0.5H, H5'), 4.42-4.36 (m, 0.5H, H5'), 4.33-4.25 (m, 1H, H5'), 4.10-3.83 (m, 6H, OCHs, O(CH2)sCHs, CHCHs), 2.48-
2.40 (m, 1H, H3"), 2.13-2.07 (m, 1H, H3), 1.61-1.51 (m, 2H, O(CHz)sCH), 1.33-1.24 (m, 9H, O(CHz)sCHs, CHCH),
0.89 (m, 3H, O(CH3)sCHj).

3C RMN (125 MHz, CD30D) 8C 175.13 (d, 3JC.p = 4.3 Hz, C=0), 174.94 (d, 3JC.r = 4.3 Hz, C=0), 163.80 (C2), 163.78
(C2), 158.17 (C6), 158.15 (CB6), 152.17 (d, 2JC.p = 6.3 Hz, C-Ar), 152.15 (d, 2JC.p = 6.3 Hz, C-Ar), 152.03 (C4), 151.99
(C4), 139.42 (C8), 139.39 (C8), 130.75 (CH-Ar), 130.74 (CH-Ar), 126.13 (CH-Ar), 121.43 (CH-Ar), 121.41 (CH-Ar),
121.39 (CH-Ar), 121.37 (CH-Ar), 116.74 (C5), 116.69 (C5), 93.40 (C1'), 93.27 (C1'), 80.30 (C4'), 80.23 (C4'), 76.40
(C2'), 68.85 (d, 2JCp = 5.2 Hz, C5'), 68.42 (d, 2JC.p = 5.2 Hz, C5'), 66.43 (O(CH.)sCHgs), 55.30 (OCH?3), 55.26 (OCH?),
51.64 (CHCHs;), 51.54 (CHCHs), 35.30 (C3'), 35.04 (C3'), 32.58 (O(CH.)sCHs), 29.67 (O(CH)sCHs), 29.64
(O(CH2)sCHs), 26.61 (O(CH.)sCHs), 23.59 (O(CH2)sCHs), 20.56 (d, 3JC.p = 6.4 Hz, CHCH3), 20.41 (d, 3JC.r = 6.4 Hz,
CHCHs3), 14.36 (O(CH2)sCHS).

(ES+) m/z, Encontrado 593.3 (M + H*), C32Ha3NsOsP requerido: 592.58 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, | = 254 nm, mostrd
dos picos de los diastereisémeros con tR 17.02 min. y tR 17.23 min.

Ejemplo comparativo: 2-Fluoro-3'-desoxiadenosin-5'-O-[1-naftil(benciloxi-L-alaninil)] fosfato O

e
0 F‘ 0
w

El compuesto O se preparo6 de acuerdo con el procedimiento general 1 utilizando 2-fluoro-3'-desoxiadenosina (50 mg,
0.18 mmol), N-metilimidazol (74 yL, 0.93 mmol) y fenil(benciloxi-L-alaninil)fosforocloridato (196 mg). , 0.56 mmol). La
purificacién por cromatografia de columna (gradiente de sistema de eluyente CH3;OH/CH,Cl, 0/100 a 6/94) y TLC
preparativa (500 uM, sistema de eluyente CH3OH/CH.CI; 5/95) produjo el compuesto del titulo en forma de un sélido
blanco (5 mg, 4%) .

3P RMN (202 MHz, CDsOD) 5P 4.33, 4.08.

H RMN (500 MHz, CDsOD) 8H 8.17 (s, 0.5H, H8), 8.14 (s, 0.5H, H8), 8.14-8.09 (m, 1H, Ar), 7.89-7.85 (m, 1H, Ar),
7.70-7.66 (m, 1H, Ar), 7.54-7.42 (m, 4H, Ar), 7.40-7.24 (m, 5H, Ar), 5.89 (d, J = 2.3 Hz, 0.5H, H1'), 5.88 (d, J = 2.3 Hz,
0.5H, H1"), 5.08-5.01 (m, 2H, OCH-Ph), 4.70-4.60 (m, 2H, H2', C4'), 4.46-4.39 (m, 1H, C5'), 4.32-4.24 (m, 1H, C5),
4.09-3.97 (m, 1H, CHCHs), 2.36-2.25 (m, 1H, H3'), 2.06-1.98 (m, 1H, H3'), 1.32-1.25 (m, 3H, CHCH).

13C RMN (125 MHz, CDs0D) 5C 175.54 (CO), 175.22 (CO), 161.02 (d, "JC.r = 207.3 Hz, C2), 160.89 (d, 'JC+ = 207.3
Hz, C2), 158.45 (d, 3JC./= 18.2 Hz, C6), 158.23 (d, 3JCr = 18.2 Hz, C6), 150.63 (d, 3JC.r = 18.4 Hz, C4), 140.67 (C8),
136.26 (C-Ar), 131.62, 131.54, 129.56 (CH-Ar), 129.52 (CH-Ar), 129.37 (CH-Ar), 129.31 (CH-Ar), 129.26 (CH-Ar),
128.87 (CH-Ar), 128.81 (CH-Ar), 128.29 (CH-Ar), 128.02 (CH-Ar), 127.79 (CH-Ar), 127.76 (CH-Ar), 127.51 (CH-Ar),
127.49 (CH-Ar), 127.47 (CH-Ar), 126.47 (CH-Ar), 126.33 (C-Ar), 126.27 (C-Ar), 125.97 (CH-Ar), 122.78 (CH-Ar),
122.74 (CH-Ar), 122.64 (CH-Ar), 122.62 (CH-Ar), 116.35 (d, “JC.F = 3.0 Hz, C5), 116.15 (d, *JCr = 3.0 Hz, C5), 93.25
(C1'), 93.20 (C1'), 80.41 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, C4'), 80.33 (d, >JC.p = 7.5 Hz, C4'), 76.43 (C2'), 76.35 (C2'), 68.84 (d, 2JC.

33



10

15

20

25

30

35

40

ES 2742 167 T3

p = 5.5 Hz, C5'), 68.45 (d, 2JCp = 5.5 Hz, C5'), 67.92 (OCH,Ph), 67.92 (OCH,Ph), 51.75 (CHCHs), 51.52 (CHCHs),
34.97 (C3'), 34.74 (C3'), 20.42 (d, 3JC.p = 6.7 Hz, CHCHs), 20.20 (d, 3JC.p = 6.7 Hz, CHCHs).

°F RMN (470 MHz, CDsOD) &F -53.14, -53.22.
(ES+) m/z, Encontrado 637.2 (M + H*), C3oH30FNeO7P requerido: 636.57 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, | = 254 nm, mostré
dos picos de los diastereisémeros con tR 17.09 min. y tR 17.34 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-bencil  2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-2-fluoro-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(fenoxi)fosforil)amino)propanoato P

Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (74 pL, 0.93 mmol) y una solucién de (2S)-bencil 2-((cloro
(fenoxi) fosforil) amino) propanoato (196 mg, 0.56 mmol) en THF anhidro (2 Se afiadieron gota a gota a una suspension
de 2-fluoro-3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.18 mmol) en THF anhidro (5 ml) y la mezcla de reaccion se agitdé a
temperatura ambiente durante 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema eluyente
CH3OH/CH2CI,0/100 a 6/94) y TLC preparativa (sistema eluyente CH3zOH/CH,Cl> 5/95) proporcioné el compuesto
deseado en forma de un sélido blanco (5 mg, 7%).

(ES+) m/z, Encontrado 587.1 (M + H*), C26H2sFNsO7P requerido: 586.17 (M). '°F RMN (470 MHz, CD3;0D): &F -53.17,
-53.23. 3'P RMN (202 MHz, CD3OD): 8P 3.95 (s), 3.67 (s). '"H RMN (500 MHz, CDCl3): 8H 8.19 (s, 0.5H, H8), 8.16 (s,
0.5H, H8), 7.36-7.27 (m, 7H, Ar), 7.22-7.13 (m, 3H, Ar), 5.91 (d, J = 1.5 Hz, 0.5H, H1"), 5.89 (d, J = 1.7 Hz, 0.5H, H1'),
5.15-5.06 (m, 2H, OCHzPh), 4.73-4.58 (m, 2H, H2', H4'), 4.42-4.34 (m, 1H, H5'), 4.02-3.90 (m, 1H, H5'), 3.27-3.24 (m,
1H, H3'), 2.08-2.00 (m, 1H, H3"), 1.33 (d, J = 7.1 Hz, 1.5H, CH3 ala), 1.29 (d, J = 7.1 Hz, 1.5H, CHaala). 3C RMN (125
MHz, CD3;0D): 8C 175.85 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 174.63 (d, °*JCr = 5.0 Hz, C=0), 160.58 (d, '"JC.r = 207.5 Hz, C2),
160.53 (d, 'JC.r = 207.5 Hz, C2), 159.06 (d, 3JC.F = 18.7 Hz, C6), 159.05 (d, 3JC.F = 17.5 Hz, C6), 152.11 (d, 2JC.p =
8.75 Hz, CAr), 152.08 (d, 2JC.p = 8.7 Hz, C-Ar), 151.58 (d, 3JC.F = 19.7 Hz, C4), 151.56 (d, 3JC.r = 19.5 Hz, C4), 140.63
(C8), 137.28 (C-Ar), 137.21 (C-Ar), 130.78 (CH-Ar), 130.75 (CH-Ar), 129.58 (CH-Ar), 129.38 (CH-Ar), 129.34 (CH-Ar),
129.32 (CH-Ar), 129.28 (CH-Ar), 128.3 (CH-Ar), 128.02 (CH-Ar), 121.16 (CH-Ar), 121.18 (CH-Ar), 121.47 (CH-Ar),
121.51 (CH-Ar), 121.42 (CH-Ar), 121.39 (CH-Ar), 121.36 (CH-Ar), 118.75 (d, 4JCr = 3.7 Hz, C5), 118.72 (d, “JCr =
3.7 Hz, C5), 93.25 (C1'), 93.18 (C1'), 80.48 (d, 3JCr = 8.3 Hz, C4'), 80.46 (d, 3JC, = 8.1 Hz, C4'), 76.51 (C2'), 76.49
(C2'), 68.54 (d, 2JC.p = 5.2 Hz, C5'), 68.18 (d, 2JCp = 5.6 Hz, C5'), 67.94 (CH; Bn), 67.91 (CH; Bn), 51.71 (CH ala),
51.56 (CH ala), 34.85 (C3'), 34.64 (C3'), 20.42 (d, 3JC.r = 7.1 Hz, CHs ala), 20.25 (d, 3JCr = 7.5 Hz, CHs ala).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, | = 280 nm, mostrd
dos picos de los diastereiséomeros con tR 14.98 min. y tR 15.12 min.

Ejemplo comparativo: 2-Fluoro-3'-desoxiadenosin-5'-O-[1-naftil(1-pentiloxi-L-leucinil)] fosfato Q

NH,
- y

El Compuesto Q se preparé de acuerdo con el procedimiento general 1 usando 2-Fluoro-3'-desoxiadenosina (50 mg,
0.18 mmol), N-metilimidazol (74 pL, 0.93 mmol) y naftil (pentiloxi-L-leucinil)fosforocloridato (246 mg, 0.56 mmol). La
purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3;OH/CHCI3 0/100 a 6/94) y TLC preparativa (1000
pm, sistema de eluyente CHz;OH/CH.Cl, 5/95) proporcioné el compuesto del titulo como un soélido blanco (65 mg,
53%).

31P RMN (202 MHz, CDsOD): 4.60, 4.35.
H RMN (500 MHz, CDsOD): 8H 8.23 (s, 0.5H, H8), 8.20 (s, 0.5H, H8), 8.18-8.12 (m, 1H, Ar), 7.92-7.86 (m, 1H, Ar),

7.73-7.68 (m, 1H, Ar), 7.57-7.46 (m, 3H, Ar), 7.42-7.36 (m, 1H, Ar), 5.93-5.91 (m, 1H, H1'), 4.74-4.62 (m, 2H, H2', H4"),
4.55-4.50 (m, 0.5H, H5'), 4.49-4.44 (m, 0.5H, H5'), 4.43-4.37 (m, 0.5H, H5'), 4.36-4.31 (m, 0.5H, H5'), 4.02-3.86 (m,
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3H, CHCH,CH(CHs), O(CHz2)4CHs), 2.43-2.29 (m, 1H, H3'), 2.12-2.04 (m, 1H, H3'), 1.67-1.20 (m, 11H, O(CH2)«CHs,
CHCH2CH(CHs)z), 0.89-0.67 (m, 9H, O(CHz2)sCHa, CHCH,CH(CHs)2)

13C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 175.03 (d, 3JC.p = 2.5 Hz, C=0), 174.93 (d, 3JC.p = 2.5 Hz, C=0), 161.45 (d, 'JC.r =
205.5 Hz, C2), 160.39 (d, "JC.r = 205.5 Hz, C2), 158.33 (C6), 151.60 (C4), 147.92 (C-Ar), 140.69 (C8), 136.30 (C-Ar),
128.88 (CH-Ar), 128.83 (CH-Ar), 127.80 (CH-Ar), 127.76 (CH-Ar), 127.49 (CH-Ar), 127.46 (CH-Ar), 126.48 (CH-Ar),
126.45 (CH-Ar), 126.02 (CH-Ar), 125.91 (CH-Ar), 123.03 (C-Ar), 122.81 (CH-Ar), 122.69 (CH-Ar), 116.39 (d, 3JC.p =
2.9 Hz, CH-Ar), 116.28 (C5), 116.26 (C5), 115.97 (d, 3JC.r = 2.9 Hz, CH-Ar), 93.29 (C1'), 93.23 (C1"), 80.45 (d, 3JC.r
= 6.0 Hz, C4'), 80.38 (d, 3JC.p = 6.0 Hz, C4'), 76.45 (C2'), 76.41 (C2), 68.99 (d, 2JC.p = 5.4 Hz, C5'), 68.78 (d, 2JC.p =
5.4 Hz, C5'), 66.31 (O(CH2)4CHs), 66.29 (O(CH,)sCHs), 54.78 (CHCH,CH(CHs)2), 54.66 (CHCH,CH(CHs)2), 44.16 (d,
3JCp = 7.25 Hz, CHCH2CH(CHs),), 43.84 (d, 3JCp = 7.3 Hz, CHCH2CH(CHs)2), 35.09 (C3'), 34.79 (C3'), 29.31
(O(CH2)4CHz), 29.12 (O(CHz)sCHs), 25.65 (CHCH,CH(CHs)z), 25.41 (CHCH,CH(CHs)z), 23.33 (O(CH2)4CHs), 23.11
(CHCH,CH(CH3);), 23.00 (CHCH,CH(CHs)s), 21.95 (CHCH.CH(CHs),), 21.68 (CHCH,CH(CHs)y), 14.29
(O(CH2)4CHs).

°F RMN (470 MHz, CD3OD): &F -53.15, -53.20.
(ES+) m/z, Encontrado 659.3 (M + H*), C31H40FN&O7P requerido: 658.66 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H>O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, 1 = 254 nm,
mostré un pico de los diastereoisémeros superpuestos con tR 21.95 min.

Ejemplo comparativo:  (2S)-hexil  2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-2-fluoro-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(fenoxi)fosforil)amino)propanoato R

Usando el Procedimiento General 1 anterior, N-metilimidazol (74 L, 0.93 mmol) y una solucién de (2S)-hexil 2-((cloro
(fenoxi) fosforil) amino) propanoato (196 mg, 0.56 mmol) en THF anhidro (2 ml) se afadieron gota a gota a una
suspension de 2-fluoro-3'-desoxiadenosina (50 mg, 0.18 mmol) en THF anhidro (5 ml) y la mezcla de reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema eluyente
CH3OH/CH2CI,0/100 a 6/94) y TLC preparativa (sistema eluyente CHzOH/CH,Cl> 5/95) proporcioné el compuesto
deseado en forma de un sélido blanco (5 mg, 7%).

(ES+) m/z, Encontrado 587.1 (M + H*), C26H2sFNsO7P requerido: 586.17 (M). '°F RMN (470 MHz, CD3;0D): &F -53.15,
-53.20. 3'P RMN (202 MHz, CDs0D): 3.91 (s), 3.73 (s). '"H RMN (500 MHz, CDCls): 8H 8.21 (s, 0.5H, H8), 8.20 (s,
0.5H, H8), 7.37-7.29 (m, 7H, Ar), 7.26-7.13 (m, 3H, Ar), 5.94-5.91 (m, 1H, H1'), 4.76-4.64 (m, 2H, H2', H4'), 4.49-4.44
(m, 0.5H, H5'), 4.43-4.37 (m, 0.5H, H5'), 4.33-4.26 (m, 1H, H5'), 4.11-3.99 (m, 2H, CH» Hex), 3.97-3.83 (m, 1H, CH
ala), 2.41-2.32 (m, 1H, H3'"), 2.13-2.06 (m, 1H, H3'), 1.62-1.52 (m, 2H, CH; Hex), 1.37-1.23 (m, 9H, CH3 ala, CH; Hex),
0.92-0.85 (m, 3H, CH3 Hex).

13C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 175.15 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C=0), 174.96 (d, 3JC = 5.0 Hz, C=0), 160.59 (d, "JC.r =
207.5 Hz, C2), 160.56 (d, 'JC.r = 207.5 Hz, C2), 159.09 (d, %JCr = 21.2 Hz, C6), 159.08 (d, 3JCr = 20.0 Hz, C8),
152.16 (d, 2JC.p = 7.5 Hz, C-Ar), 152.14 (d, 2JC = 6.3 Hz, C-Ar), 151.71 (d, 2JCr = 20.0 Hz, C4), 151.67 (d, 3JCr =
20.0 Hz, C4), 140.70 (d, °JC.r = 2.5 Hz, C8), 140.68 (d, °JC.r = 2.5 Hz, C8), 130.77 (CH-Ar), 130.74 (CH-Ar), 126.16
(CH-Ar), 126.24 (CH-Ar), 121.48 (CH-Ar), 121.44 (CH-Ar), 121.41 (CH-Ar), 121.37 (CH-Ar), 118.80 (d, “JCr = 3.7 Hz,
C5), 118.77 (d, “JCr = 3.7 Hz, C5), 93.37 (C1'), 93.25 (C1"), 80.52 (d, 3JC.p = 3.7 Hz, C4"), 80.45 (d, 3JC.p = 4.1 Hz,
C4'), 76.52 (C2'), 76.49 (C2'), 68.69 (d, 2JC.p = 5.4 Hz, C5'), 68.30 (d, 2JC.p = 4.9 Hz, C5'), 66.46 (CH, Hex), 51.68 (CH
ala), 51.57 (CH ala), 35.02 (C3'), 34.80 (C3'"), 32.58 (CH, Hex), 29.65 (CH, Hex), 26.61 (CHz Hex), 23.59 (CH. Hex),
20.60 (d, 3JC.p = 7.1 Hz, CHs ala), 20.43 (d, 3JC.p = 7.5 Hz, CHs ala), 14.35 (CH3 Hex).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H>O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, 1 ml/min, 1 = 280 nm,
mostré dos picos de los diastereisémeros con tR17.83 min. y tR 18.02 min.

Ejemplo comparativo: (2R)-bencil  2-((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-2-cloro-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato S
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A una solucién en agitacion de 2-cloro-3'-desoxiadenosina (100 mg, 1,0 mol/eq.) en 10 ml de THF anhidro, se
afnadieron gota a gota 424 mg de (2S)-bencil 2- (cloro (naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato (3.0 eg/mol) disueltos
en 10 ml de THF anhidro. A esa mezcla de reaccion, se afiadieron gota a gota 0.14 ml de NMI (5 mol/eq.) a temperatura
ambiente bajo una atmdsfera de argon. La mezcla de reaccion se agité durante 88 h. El solvente se eliminé bajo
presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia de columna con un gradiente de eluyente (CHzOH/CHCI,
0/100 a 5/95) para dar un producto deseado como un soélido de color amarillo. (7 mg, rendimiento = 3%). MS (ES+)
m/z: Encontrado 653 (M + H*), 675 (M + Na*) C30H30CINsO7P requerido: 652.16 (M); 3'P RMN (202 MHz, CD;0D): 5P
4.39 (s), 4.12 (s); "H RMN (500 MHz, CD3OD): 8H8.10 (s, 0.5 H, H8), 8.07 (s, 0.5 H, H8), 8.02-7.97 (m, 3H, CH.Ph y
Naph), 7.43-7.14 (m, 9H, CH2Ph y Naph), 5.80-5.81 (m, 1H, H1"), 4.89-4.97 (m, 2H, CH>Ph) 4.49-4.53 (m, 2H, H4'y
H2'), 4.30-4.35 (m, 1H, H5'), 4.15-4.21 (m, 1H, H5'), 3.87-3.95 (m, 1H, CHCHz), 2.12-2.23 (m, 1H, H3'), 1.86-1.93 (m,
1H H3'"), 1.14-1.17 (m, 3H, CHCHj3); '*C RMN (125 MHz, CDs0D): 5C 174.85 (d JCp = 4.0 Hz, C=0), 174.55 (d JCp =
4.3 Hz, C=0), 158.07, 158.04 (C6), 155.31, 155.28 (C2), 151.34, 151.31 (C4), 149.69 (C-Ar), 147.96 (d 3JCp = 7.25
Hz, C-ipso Naph), 147.90 (d 3JCp= 7.0 Hz, C-jpso Naph), 140.70 (C8), 137.21, 137.16 (C-ijpso CH,Ph), 136.26 (C-Ar),
130.92, 130.80, 129.56, 129.53, 129.31, 129.27, 129.25, 128.88, 128.81 (CH-Ar), 127.78 (d JCp = 4.7 Hz, CH-Ar),
127.50 (d JCp = 6.2 Hz, CH-Ar), 126.48, 126.02, 125.97 (CH-Ar), 119.46, 119.42 (C5), 116.33 (d, JCp = 3.0, CH-Ar),
116.16 (d, JCp = 3.4, CH-Ar), 93.30, 93.27 (C1'), 80.56 (d J = 8.3 Hz, C4'), 80.51 (d J = 8.4 Hz, C4'), 76.61, 76.54 (C2'),
68.74 (d JCp= 5.3 Hz, C¥'), 68.54 (d JCp= 5.1 Hz, C5'), 67.93, 67.90 (CH-Ph), 51.81, 51.70 (CHCHj3), 34.79, 34.53
(C3"), 20.42 (d JCp = 6.5 Hz, CHCH3), 20.23 (d JCp = 7.7 Hz, CHCHS3);

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, F = 1ml/min, 1 = 254 nm, tR
18.03 min.

Ejemplo comparativo: 2-Cloro-3'desoxiadenosin 5'-O-[1-fenil (2,2-dimetilpropoxi-L-alanina)] fosfato T

%o%\ ﬁ
~

El compuesto T se preparé de acuerdo con el procedimiento general 1 utilizando 2-cloro-3'-desoxiadenosina (350 mg,
1,25 mmol), N-metilimidazol (490 uL, 6,15 mmol) y fenil(2,2-dimetilpropoxi-L-alaninil) fosforocloridato (1231 mg, 3,69
mmol). La purificacion por cromatografia de columna (sistema eluyente CHzOH/CH,Cl, 0/100 a 5/95) y TLC preparativa
(1000 pm, sistema eluyente CH3OH/CH,Cl, 4/96) proporcion6 el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco
(181 mg, 25%).

NH»

3P RMN (202 MHz, CDsOD): 6P 3.93, 3.72.

H RMN (500 MHz, CDsOD): 8H 8.12 (s, 0.5 H, H8), 8.10 (s, 0.5 H, H8), 7.19-7.23 (m, 2 H, Ph), 7.03-7.12 (m, 3 H, Ph),
5.84 (d J =2, 0.5 H, H1"), 5.83 (d J =2, 0.5 H, H1'), 4.54-4.60 (m, 2 H, H4'y H2"), 4.34-4.38 (m, 0.5 H, H5'), 4.27-4.31
(m, 0.5 H, H5"), 4.16-4.23 (m, 1 H, H5'), 3.80-3.90 (m, 1 H, CHCHs), 3.57-3.73 (m, 2 H OCH,C(CH)3), 2.18-2.28 (m, 1
H, H3'), 1.94-1.99 (m, 1 H, H3'), 1.20-1.24 (m, 3 H, CHCHa), 0.81 (s, 4.5 H OCH2(CHj)3), 0.79 (s, 4.5 H OCH,C(CHs)s).

13C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 175.09 (d 3JCp = 4.75 Hz, C=0), 174.90 (d 3JCp = 5.37 Hz, C=0), 158.10, (C6),
155.31, 155.28 (C2), 152.14 (d 2JCp= 6.37 Hz, C-ipso Ph), 152.13 (d 2JCp= 6.25 Hz, C-jpsoPh), 151.33, 151.30 (C4),
140.87, 140.76 (C8), 130.78, 130.77 (CH-Ar), 126.17, 126.42 (CH-Ar), 121.45 (d 3JCp = 11.75 Hz, CH-Ar), 121.41 (d
3JCp = 11.75 Hz, CH-Ar), 119.52, 119.48 (C5), 93.49, 93.35 (C1'), 80.67 (d 3J = 8.62 Hz, C4'), 80.65 (d 3J = 8.25 Hz,
C4'), 76.70, 76.67 (C2'), 75.43, (OCH,C(CHa)s), 68.68 (d 2JCp= 5.12 Hz, C5'), 68.42 (d 2JCp= 5.12 Hz, C5'), 51.77,
51.60 (CHCHs), 34.94, 34.67 (C3'), 32.36, 32.32 (OCH,C(CHs)s), 26.78, 26.76 (OCH2C(CHs)s), 20.83 (d JCp = 6.25
Hz, CHCH3), 20.61 (d JCp = 7.12 Hz, CHCHs).

MS (ES+) m/z: Encontrado 583 (M + H*), 605 (M + Na*) C24H32CINsO7P requerido: 582.18 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, F = 1ml/min, 1 = 254 nm, tR
16.37, 16.55 min.

Ejemplo comparativo: 2-Cloro-3'desoxiadenosin 5'-O-[1-naftil (2,2-dimetilpropoxi-L-alanina)] fosfato U
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El compuesto U se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general 1 utilizando 2-cloro-3'-desoxiadenosina (350 mg,
1,25 mmol), N-metilimidazol (490 pL, 6.15 mmol) y naftil(2,2-dimetilpropoxi-L-alaninil)fosforocloridato (1416 mg, 3.69
mmol). La purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3OH/CH2Cl> 0/100 a 5/95) y TLC
preparativa (1000 pum, sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl, 4/96) produjo el compuesto del titulo en forma de un sdlido
blanco (264 mg, 34%).

3P RMN (202 MHz, CD3OD): 6P 4.35, 4.20.

H RMN (500 MHz, CDsOD): 5H 8.23 (s, 0.5 H, H8), 8.21 (s, 0.5 H, H8), 8.11-8.16 (m, 1 H, Naph), 7.86-7.89 (m, 1 H,
Naph), 7.69-7.70 (m, 1 H, Naph), 7.54-7.46 (m, 3 H, Naph), 7.37-7.41 (m, 1 H, Naph), 5.95 (d J = 2, 0.5 H, H1'), 5.94
(dJ=1.5,0.5H, H1'), 4.67-4.73 (m, 2 H, H4'y H2'), 4.34-4.55 (m, 2 H, H5'), 4.00-4.08 (m, 1 H, CHCHs), 3.66-3.81 (m
2 H OCH,C(CHa)s), 2.28-2.41 (m, 1 H, H3'), 2.03-2.10 (m, 1 H, H3"), 1.31-1.34 (m, 3 H, CHCH), 0.90 (s, 4.5 H
OCH,C(CHsa)s), 0.89 (s, 4.5 H CH2(CHs)3).

13C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 175.11 (d JCp = 4.1 Hz, C=0), 174.85 (d JCp = 5.0 Hz, C=0), 158.10, 158.04 (C6),
155.32, 155.30 (C2), 151.33 (C4), 147.96 (d 2JCp= 7.25 Hz, C-ipso Naph), 147.93 (d 2JCp= 7.25 Hz, C-ijpso Naph),
140.84, 140.76 (C8), 136.29 (C-Ar), 128.87, 128.82 (CH-Ar), 127.85 (C-Ar), 127.77, 127.74, 127.48, 127.45, 126.47,
125.99, 125.96, 122.74, 122.66 (CH-Ar), 119.47 (C5), 116.29 (d 3JCp = 3.4 Hz, CH-Ar), 116.17 (d 3JCp = 2.9 Hz, CH-
Ar), 93.42, 93.34 (C1'), 80.57 (d JCp = 8.1 Hz, C4'), 80.53 (d 3JCp = 5.1 Hz, C4'), 76.61, 76.53 (C2'), 75.41, 75.38
(OCH,C(CHs)s), 68.95 (d 2JCp= 5.3 Hz, C5'), 68.82 (d 2JCp= 5.2 Hz, C5'), 51.84, 51.73 (CHCHs), 35.04, 34.75 (C3'),
32.29 (OCH,C(CHa)s), 26.70 (OCH,C(CHs)s), 20.76 (d 3JCp = 6.4 Hz, CHCHs), 20.55 (d 3JCp = 7.2 Hz, CHCHs).

MS (ES+) m/z: Encontrado 633 (M + H*), 655 (M + Na*) CzsH34CINsO7P requerido: 652.16 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, F = 1ml/min, 1 = 254 nm, tR
19.16 min.

Ejemplo comparativo: 2-Cloro-3'desoxiadenosin 5'-O-[1-fenil (etoxi-L-alanina)] fosfato V
\q

N Nw
0o HNPO

7.,
o

El compuesto V se prepard de acuerdo con el procedimiento general 4 usando 2-cloro-3'-desoxiadenosina (343 mg,
0.66 mmol), cloruro de tert-butildimetilsililo (328 mg 2,18 mmol) imidazol (297 mg, 4,36 mmol). La purificacién por
cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3OH/CH.CIl, 0/100 a 12/88) produjo el intermedio 1 con un
rendimiento cuantitativo. A continuacion, el intermedio 1 (970 mg, 1,89 mmol) se hizo reaccionar con 12 ml de una
solucion THF/H,O/TFA 4/1/1. La purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3OH/CH-CI, 0/100
a 12/88) produjo el intermedio 2 (544 mg, 72%). Luego, el intermedio 2 (204 mg, 0.51 mmol) se hizo reaccionar con
cloruro de tertbutiimagnesio y una solucién de fenil(etiloxi-L-alaninil)fosforocloridato (348,56 mg, 1,02 mmol) en THF
anhidro (5 ml). La purificacion por cromatografia de columna (sistema de eluyente CH3zOH/CH-Cl, 0/100 a 8/92) produjo
el intermedio 3 (93 mg, 28%). Finalmente, el intermedio 3 (93 mg, 0.14 mmol) se hizo reaccionar con una solucion de
THF/TFA/H20 1/1/1 (3 ml). La purificacion por TLC preparativa (2000 pm, sistema de eluyente CH3zOH/CH,Cl» 4/96)
proporciond el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (50 mg, 66%). (Rendimiento global 13%)

NH,

3P RMN (202 MHz, CDsOD): 6P 3.93, 3.72.

H RMN (500 MHz, CD3OD): 8H 8.12 (s, 0.5 H, H8), 8.11 (s, 0.5 H, H8), 7.18-7.23 (m, 2 H, Ph), 7.03-7.12 (m, 3 H, Ph),
5.85 (d J=1.5, 0.5 H, H1"), 5.84 (d J =2, 0.5 H, H1'), 4.55-4.62 (m, 2 H, H4'y H2"), 4.34-4.38 (m, 0.5 H, H5'), 4.28-4.32
(m, 0.5 H, H5'), 4.16-4.22 (m, 1 H, H5'), 3.93-4.03 (m, 2 H, OCH,CHs), 3.70-3.84 (m, 1 H, CHCHj), 2.20-2.28 (m, 1 H,
H3'), 1.95-1.99 (m, 1 H, H3'), 1.15-1.21 (m, 3 H, CHCHs), 1.06-1.11 (m, 3 H, OCH,CHs).

13C RMN (125 MHz, CDsOD): 5C 173.66 (d 3JCp = 4.5 Hz, C=0), 173.65 (d 3JCp = 5.3 Hz, C=0), 156.68, 156.70 (C6),
153.93, 153.88 (C2), 150.72 (d 2JCp= 6.7 Hz, C-ipso Ph), 150.71 (d 2JCp= 6.5 Hz, C-ipso Ph), 149.89, 149.94 (C4),
139.41, 139.35 (C8), 129.33 (CH-Ar), 124.74, 124.73 (CH-Ar), 120.03 (d 3JCp = 4.75 Hz, CH-Ar), 119.97 (d 3JCp = 4.87
Hz, CH-Ar), 118.07, 118.03 (C5), 92.02, 91.88 (C1'), 79.26, 79.19 (C4'"), 75.26, 75.24 (C2'), 67.18 (d 2JCp= 5.25 Hz,
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C5'), 66.81 (d 2JCp= 5.12 Hz, C5'), 60.96 (OCH,CHs), 50.23, 50.12 (CHCH), 33.46, 33.21 (C3'), 19.16 (d 3JCp = 6.3
Hz, CHCHs), 18.97 (d 3JCp = 7.2 Hz, CHCHs), 13.10, 13.07 (OCH,CHs).

MS (ES+) m/z: Encontrado 541 (M + H*), 563 (M + Na*) C21H2sCINsO7P requerido: 540 (M).

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H,O/CH3CN de 90/10 a 0/100 en 30 minutos, F = 1ml/min, 1 = 254 nm, tR
12.41, 12.83 min.

Ejemplo comparativo: (2S)-isopropil-2-(((((2S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-hidroxitetrahidrofuran-2-
il)metoxi)(fenoxi)fosforil)amino) propanoato W

Se afiadieron gota a gota N-metilimidazol (240 ul, 5 mmol) y una solucién de (2S)-isopropil 2-((cloro (fenoxi) fosforil)
amino) propanoato (546 mg, 3 mmol) en THF anhidro (5 ml) una suspension de (2R, 3R, 5S)-2-(6-amino-9H-purin-9-
il)-5- (hidroximetil) tetrahidrofuran-3-ol (150 mg, 0.6 mmol) en THF anhidro (3 ml) ) y la mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante un periodo de 16 horas. La purificacion por cromatografia de columna (sistema de
eluyente CH3OH/CH2CI; 0/100 a 6/94) y TLC preparativa (2000 picron, sistema de eluyente CHzOH/CH,Cl, 5/95)
proporciono el compuesto deseado como un sélido blanco (40 mg, 13%).

MS (ES+) m/z: Encontrado 521.2 (M + H*), 543.3 (M + Na*), 1063.4 (2M + Na*) C31H33NsOsP requerido: 520.18(M).
3P RMN (202 MHz, CD3;0D): 8P 3.99 (s), 3.82 (s).

H RMN (500 MHz, CDsOD): &H 8.16 (s, 0.5H, H8), 8.15 (s, 0.5H, H8), 8.11 (s, 1H, H-2) 7.23-7.20 (m, 2H, Ph), 7.11-
7.03 (m, 3H, Ph), 5.91 (d J= 2.0Hz, 0.5H, H1"), 5.90 (d J = 2.0Hz, 0.5H, H1'), 4.85-4.79 (m, 1H, CH(CHa),, 4.64-4.63
(m, 1H, H4'), 4.60-6.57 (m, 1H, H2'), 4.37-4.33 (m, 1H, H5'), 4.31-4.28 (m, 1H, H5'), 3.74-4.22-4.17 (m, 1H, H5'), 3.70
(m, 1H, CH ala), 2.02-1.97 (m, 1H, H3'), 2.04-2.01 (m, 1H, H3'), 1.18-1.14 (m, 3H, CHa), 1.24 (m,6H, CH(CHs)z)

HPLC HPLC en fase reversa eluyendo con H;O/CH3CN de 100/10 a 0/100 en 30 minutos, F =1ml/min, A = 200 nm,
mostré dos picos de los diastereisémeros con tR 11.58 min. y tR 11.92 min.

Solventes y reactivos. Los siguientes solventes anhidros se adquirieron de Sigma-Aldrich: diclorometano (CH2Cl,),
trimetilfosfato ((CH30)3PO). Los ésteres de aminoacidos disponibles en el mercado se adquirieron de Sigma-Aldrich.
Todos los reactivos disponibles comercialmente se usaron sin purificacion adicional.

Cromatografia de capa fina (TLC).

Las placas con respaldo de aluminio prerrecubierto (60 F254, 0.2 mm de espesor, Merck) se visualizaron bajo luz
ultravioleta de onda corta y larga (254 y 366 nm) o mediante combustion utilizando los siguientes indicadores de TLC:
(i) sulfato de molibdato de amonio y cerio; (ii) solucion de permanganato de potasio. Las placas de TLC preparativas
(20 cm x 20 cm, 500-2000 pm) se adquirieron de Merck. Cromatografia de columna Instantanea. La cromatografia de
columna Instantanea se llevé a cabo utilizando silica gel suministrada por Fisher (60A, 35-70 um). Las columnas de
vidrio se empaquetaron en suspension utilizando el eluyente apropiado, cargando la muestra como una solucién
concentrada en el mismo eluyente o preadsorbida en silica gel. Las fracciones que contenian el producto se
identificaron mediante TLC y se agruparon y el solvente se eliminé en vacuo.

Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Se verificé que la pureza de los compuestos finales era > 95%
mediante analisis de HPLC usando I) ThermoSCIENTIFIC, SPECTRA SYSTEM P4000, detector SPECTRA SYSTEM
UV2000, Varian Pursuit XRs 5 C18, 150 x 4.6 mm (como una columna analitica) o Il) Varian Prostar (detector LC
Workstation-Varian Prostar 335 LC), Thermo SCIENTIFIC Hypersil Gold C18, 5u, 150 x 4,6 mm (como columna
analitica). Para el método de elucion véase la parte experimental.

Resonancia magnética nuclear (RMN). RMN "H (500 MHz), 3C RMN (125 MHz), 3'P RMN (202 MHz) y "°F RMN (470
MHz) se registraron en un espectrémetro Bruker Avance de 500 MHz a 25 °C. Los desplazamientos quimicos (0) se
citan en partes por millon (ppm) en relacion con el MeOH-d; interno (8 3.34 1H-RMN, & 49.86 '3C-RMN) y CHClz-d4 (&
7.26 '"H RMN, & 77.36 '3C RMN) o externo 85% de HzPO4 (5 0.00 3'P RMN). Las constantes de acoplamiento (J) se
miden en hercios. Las siguientes abreviaturas se utilizan en la asignacion de las sefiales de RMN: s (singlete), d
(doblete), t (triplete), g (cuarteto), m (multiplete), bs (singlete), dd (doblete de doblete), dt (doblete de triplete), app
(aparente). La asignacion de las sefiales en '"H RMN y '3C RMN se realizé con base en el analisis de constantes de
acoplamiento y experimentos bidimensionales adicionales (COSY, HSQC, HMBC, PENDANT).
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Espectrometria de masas (MS). Los espectros de masas de baja resolucidon se realizaron en Bruker Daltonics
microTof-LC, (ionizacion a presion atmosférica, espectroscopia de masas por aspersion electronica) ya sea en modo
positivo o negativo.

Pureza de los compuestos finales. La pureza 295% de todos los compuestos finales se confirmé usando analisis de
HPLC.

Ejemplo 2 — Citotoxicidad

Los compuestos ejemplificados que incorporan la presente invencién se evaluaron en los siguientes procedimientos
para determinar su potencia anticancerosa.

Se realizaron ensayos de viabilidad en vitro para evaluar los efectos de los compuestos sobre la viabilidad celular en
7 lineas celulares seleccionadas durante 72 h utilizando el ensayo CellTiterGlo (CTG, Promega-G7573). Las pruebas
se realizaron por duplicado con el tratamiento de los compuestos en 9 puntos, con una titulacion de 3.16 veces en
placas de 96 pozos durante ~72 h. Las concentraciones de partida del compuesto fueron 198 mM. Se realizé un
ensayo de viabilidad celular utilizando CellTiterGlo en una placa de 96 pozos. El tratamiento del compuesto fue de 72
horas, bajo condiciones de crecimiento estandar y por duplicado. Los compuestos se disolvieron a 40 mM con 100%
descongelado. Los compuestos se diluyeron en serie a 3.16 veces en DMSO descongelado y se calentaron hasta 37
°C antes de disolverse en medio (2 pl + 200 pl). Después de que los compuestos se disolvieron en medio (el medio
también se calent6 hasta 37 °C). Los medios que contenian compuestos se calentaron hasta 37 °C en la incubadora
y luego se agregaron compuestos en medios a las placas celulares (50 ul + 50 pl), en duplicados. Las concentraciones
finales de los compuestos fueron de 198M a 19.9nM. Todas las solubilidades de los compuestos se verificaron y
registraron nuevamente, luego las placas se transfirieron a la incubadora de cultivo de tejidos con CO, inmediatamente
y se incubaron durante 3 dias. La concentracion final de DMSO es del 0.5%.

Los resultados de la seleccién inicial se presentan en la Tabla Il. A representa una ICs relativo de 0.1 a 5 uM, B
representa una ICsg relativa mayor que 5 uM y hasta 15 yM, C representa una ICsp relativa mayor que 15 uyM y hasta
100 pM; y D representa una ICs relativa mayor que 100 M.

Tabla IT
MOLT-4* KG-1° HL-60° CCRF-CEM* K562°
Comp ICso© M.L%® ICso M.L.% ICso M.1.% ICso M.IL% ICso M.1.%
cordicepina C 52 C 78 C 88 C 12 C 88
A A 98 B 92 B 97 A 100 A 92
B A 100 B 100 B 100 A 100 A 97
C A 93 D 65 C 82 B 94 B 92
D A 100 B 100 B 100 B 100 B 99
G C 75 C 63 C 57 C 65 C 78
H C 100 C 69 C 80 C 100 C 89
L C 100 C 93 C 99 C 99 C 87
E B 97 C 69 C 74 C 90 D 81
J A 100 C 29 C 98 C 100 C 97
F A 100 C 98 C 100 S 99 C 91
*MOLT4: leucemia linfoblastica aguda; "KG-1: lsucemia mielégena aguda: HL-60: leucemia promielocitica aguda; CCRF-CEM: leucemia
linfoblastica aguda; °K562:.  leucemia mielégena cronica. TCso uMZ ICsureIativa; *M.I.%: porcentaje de inhibicién maximo de viabilidad celular
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TablaII (cont)
MCF-7" HepG2'
Compuesto
ICS0 M.1.% IC50 M.1.%

cordicepina C 78 C 66
A A 94 B 76
B A 99 B 95
C B 87 C 59
D A 100 B 99
G B 97 C 67
H A 94 B 55
I B 99 C 90
E C 78 C 59
J C 97 C 55
F B 99 C 84

h :
MCF-7: adenocarcinoma de mama; lHepGZ: carcinoma hepatocelular

Un subconjunto de compuestos de la invencién se ensayo6 luego para determinar su actividad citotdxica en un arreglo
mas amplio de diferentes tumores sélidos y malignidades hematoldgicas usando el siguiente ensayo.

Tumor solido y ensayo de malignidad hematoldgica.

Se realizé un ensayo de viabilidad en vitro para evaluar los efectos de los compuestos sobre la viabilidad celular en
lineas celulares seleccionadas durante 72 h usando el ensayo CellTiterGlo (CTG, Promega-G7573). Las pruebas se
realizaron por duplicado con el tratamiento de los compuestos en 9 puntos, con una titulacién de 3.16 veces en placas
de 96 pozos durante ~72 h. Las concentraciones de partida del compuesto fueron 198 mM. Se realizé un ensayo de
viabilidad celular utilizando CellTiterGlo en una placa de 96 pozos. Tratamiento del compuesto 72 hrs, condiciones
estandar de crecimiento, duplicados. Los compuestos se disolvieron a 40 mM con 100% descongelado. Los
compuestos se diluyeron en serie a 3.16 veces en DMSO descongelado y se calentaron hasta 37 °C antes de
disolverse en medio (2 yl + 200 pl). Después de que los compuestos se disolvieron en los medios, los medios que
contenian los compuestos se calentaron hasta 37 °C en la incubadora y luego los compuestos en los medios se
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agregaron a las placas celulares (50 ul + 50 pl) en duplicados. Las concentraciones finales de los compuestos fueron
de 198M a 19.9nM. Todas las solubilidades de los compuestos se verificaron y registraron nuevamente, luego las
placas se transfirieron a la incubadora de cultivo de tejidos con CO, inmediatamente y se incubaron durante 3 dias.
La concentracion final de DMSO es del 0.5%.

Las siguientes lineas celulares se probaron y se mencionan en la Tabla IV a continuacion:

Linea

celular

MOLT-4

CCRFCEM

RL

HS445

RPMI8226

K562

KG-1

THP-1

Z-138

NCI-H929

Malignidad

Leucemia linfoblastica
aguda

Leucemia linfoblastica
aguda

Linfoma no Hodgkin

linfoma de Hodgkin
Mieloma multiple humano

Leucemia
cronica

mielégena

Leucemia mielégena aguda

Leucemia monocitica

aguda

Linfoma de células del
manto

Plasmacitoma

Tabla Il

Linea

celular

HEL92.1.7

HL-60

MV4-11

HepG2
HT29

BxPC-3

MCF-7

MiaPaCa2

SW620

Jurkat

Malignidad

Eritroleucemia

Leucemia promielocitica

Leucemia mielomonocitica

bifenotipica B
Carcinoma hepatocelular
Adenocarcinoma de colon

Cancer de pancreas

Adenocarcinoma de mama

Adenocarcinoma de mama

Adenocarcinoma de colon

leucemia aguda de células T

Los resultados de la seleccién adicional se presentan en las Tablas IV-VII. Para las Tablas IV a VI: A representa una
ICso absoluta de 0.1 uM a 5 M, B representa una ICsp absoluta mayor que 5 uM y hasta 15 pM, C representa una ICsg
absoluta mayor que 15 M y hasta 100 uM; y D representa una IC absoluta de mas de 100 uM. Para la Tabla VII: A
representa una ECs absoluta de 0.1 yM a 5 pM, B representa una ECs absoluta mayor que 5 pM y hasta 15 yM, C
representa una ECsp absoluta mayor que 15 pM y hasta 100 uM; y D representa una ECsy absoluta de mas de 100

uM.
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Todos los compuestos probados mostraron actividad citotdxica contra las lineas celulares analizadas. En la mayoria
de los casos, los compuestos de la invencién fueron mas potentes que el nucledsido original contra todas las lineas
celulares.
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Ejemplo 3- Evaluacion de la citotoxicidad y la actividad de las células madre de cancer

Se llevé a cabo un analisis comparativo adicional de la toxicidad de los compuestos en la linea celular KG1a de
leucemia mieloide aguda (AML) durante un rango de dosis extendido, y se evalu6 el efecto relativo de los compuestos
en el compartimiento de células madre leucémicas (LSC) dentro de la linea celular KG1a, a través de todo el rango de
dosis.

Materiales y métodos
Condiciones de cultivo de células KG1a

La linea celular KG1a se mantuvo en medio RPMI (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) suplementado con 100
unidades/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina y 20% de suero de ternera fetal. Subsecuentemente, las células
se dividieron en partes alicuotas (10° células/100 pl) en placas de 96 pozos y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
humidificada de dioxido de carbono al 5% durante 72 h en presencia de analogos de nucleosidos y sus respectivas
proTides en concentraciones que se determinaron experimentalmente para cada serie de compuestos. Ademas, se
llevaron a cabo cultivos de control a los que no se afiadioé farmaco. Las células se recolectaron subsecuentemente
mediante centrifugacion y se analizaron mediante citometria de flujo utilizando el ensayo de anexina V.

Medicién de la apoptosis en vitro.

Las células cultivadas se recolectaron mediante centrifugacion y luego se resuspendieron en 195 ul de regulador rico
en calcio. Subsecuentemente, se agregaron 5 ul de Anexina V (Caltag Medsystems, Botolph Claydon, Reino Unido) a
la suspension de células y las células se incubaron en la oscuridad durante 10 minutos antes del lavado. Las células
finalmente se resuspendieron en 190 pyl de regulador rico en calcio junto con 10 pl de yoduro de propidio. La apoptosis
se evalu6 mediante citometria de flujo inmunofluorescente de doble color como se describid anteriormente.
Subsecuentemente, se calcularon los valores de LDsp (la dosis requerida para matar el 50% de las células en un
cultivo) para cada analogo de nucleésido y ProTide.

Identificacion inmunofenotipica del compartimento leucémico de células madre.

Las células KG1a se cultivaron durante 72 h en presencia de un amplio rango de concentraciones de cada compuesto
analizado. Las células se recolectaron y se marcaron con un coctel de anticuerpos anti-linaje (PE-cy7), anti-CD34
(FITC), anti-CD38 (PE) y anti-CD123 (PERCP cy5). La subpoblacion que expresaba un fenotipo LSC se identifico
posteriormente y se expresé como un porcentaje de todas las células viables que quedan en el cultivo. Los porcentajes
de células madre restantes se representaron en un grafico de dosis-respuesta y los efectos de los compuestos se
compararon entre si y con el nucledsido original.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en estos experimentos se evaluaron utilizando ANOVA de una via. Todos los datos se confirmaron
como Gaussianas o una aproximacion Gaussiana usando la prueba de émnibus K2. Los valores de LDs, se calcularon
a partir de la regresion no lineal y la linea de analisis de mejor ajuste de las curvas de dosis-respuesta sigmoidales.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad Prism 6.0 (Graphpad Software Inc., San Diego,
CA).

Resultados

La sensibilidad del farmaco en vitro se midié utilizando el ensayo de yoduro de anexina V/propidio. EI compuesto A
mostré un aumento en la vitropotencia en comparacion con Cordicepina (P <0.0001). 2-F-Cordicepina fue
significativamente mas potente que Cordicepina (P <0.0001) y todas las ProTides probadas mostraron una mayor
potencia en comparacion con el nucledsido parental (Figura 1).

Estos experimentos confirmaron que el compuesto A mostré evidencia de mayor potencia en el compartimiento de
células madre a concentraciones por encima de 1 mM. Como se puede ver en la Figura 2, el compuesto A demostré
una capacidad no solo para reducir el nUmero de células madre de cancer en total, sino también para reducir el nimero
de dichas células como proporcién del total de células cancerosas presentes en el cultivo. Esto indica la capacidad del
compuesto A para apuntar preferentemente a las células madre de cancer. A las concentraciones mas altas probadas
(1 mM y superiores), la capacidad del compuesto A para apuntar preferentemente a las LSC fue significativamente
mayor que la del compuesto original.

Los compuestos 2-F-Cordicepina proTides P, Q y R también mostraron un direccionamiento preferencial de las LSC
que mejoro significativamente en comparacion con el nucledsido parental. En contraste, mientras que el compuesto O
fue capaz de lograr una reduccién en la proporcion de LSC presentes en las poblaciones de células tratadas (lo que
indica una capacidad para apuntar a las LSC), su actividad no fue significativamente diferente a la 2-F-Cordicepina en
ninguna de las concentraciones probadas . La Figura 3 muestra la comparacion entre 2-F-Cordicepina y todas las
proTides probadas, mientras que las comparaciones individuales se muestran en los paneles de la Figura 4.

Ejemplo 4- Evaluacioén adicional de la citotoxicidad y estudios de inhibicion
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Ciertos compuestos de la invencion se sometieron a estudios adicionales para probar la actividad citotdxica de ciertos
compuestos de la invencion y también para medir su actividad frente a 4 lineas celulares de cancer hematolégico.

TdT positivo CEM (ALL humana)
TdT negativo K562 (CML humana)
TdT negativo HI-60 (ANLL humano)
Linfoma no HD de RL (CRL-2261)

También se midieron las concentraciones del metabolito activo dATP (trifosfato de Cordicepina) en estas lineas
celulares.

La actividad citotoxica y las concentraciones intracelulares de 3'-dATP también se estudiaron en presencia de
inhibidores farmacoldgicos de hENT1, adenosina quinasa (AK) y adenosina deaminasa en lineas celulares de cancer
CEM y RL. Dichos inhibidores que imitan los mecanismos conocidos de resistencia al cancer.

Métodos
Cultivo de células

Lineas celulares de leucemia HL-60 (ATCC® CCL-240™), K562 (ATCC® CCL-243™), CCRF-CEM (ATCC® CRM-
CCL-119™) y RL (ATCC® CRL-2261™) |, obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC), Middlesex. Las
lineas celulares HL-60 y K562 son desoxinucleotidil transferasa negativas (TdT-ve), mientras que la linea celular
CCRF-CEM es TdT+ve.

La linea celular HL-60 es de leucemia promielocitica aguda; K562 es una linea celular de CML, la linea celular CCRF-
CEM es de leucemia linfoblastica aguda (ALL); y RL es una linea celular de linfoma no Hodgkin.

Mantenimiento de Lineas Celulares.

Las lineas celulares HL-60, K562, CCRF-CEM y RL se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, Reino Unido),
que se suplementaron con suero bovino fetal (FBS) al 10% (Laboratorios PAA), 1% de anfotericina B (5.5 ml) y 1% de
penicilina/estreptomicina (5.5 ml) (Laboratorios PAA) y se cultivan en matraces a 37 °C en una incubadora con CO; al
5%.

Ensayo de adenosina 5'-trifosfato (ATP)

La cantidad de ATP se utilizd como una medida del nimero de células y la viabilidad celular. Kit de ensayo ATP
ViaLightTM plus (Lonza, EE. UU .: Producto N° LT07-121) para detectar ATP en células tratadas en placas de 96
pozos compatibles con luminiscencia (la concentracion inicial de células fue de 1x10* células/pozo) con cordicepina y
ProTides a concentraciones de: 0, 0.1, 0.5, 1, 5y 10 uM, seguido de incubacién durante 72 horas a 37 °C en una
incubadora con CO; al 5%. Para los estudios con inhibidores, se agregaron 10 uM de NBTI o 1 yM de EHNA o A-
134974 y se dejaron durante 5 minutos antes de agregar los medicamentos (véase la seccién 5 para obtener detalles
sobre los inhibidores).

Después de la incubacion, se agregaron 50 pl de reactivo de lisis celular a las placas de 96 pozos para liberar el ATP
intracelular, seguido de 100 pul de reactivo de monitorizacion de ATP (AMR). Los valores luminiscentes de cada pozo
se determinaron utilizando el lector de microplacas FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) que convierte el ATP en luz
mediante el uso de la enzima de luciferasa. Por lo tanto, la cantidad de luminiscencia producida fue directamente
proporcional a la cantidad de ATP.

Tratamiento de células y extraccion de muestras para el analisis de trifosfato intracellular

Se utilizaron lineas celulares con 5x108 células/ml. Las células se trataron con 1 pl de 50 yM de cada uno de
cordicepina y compuestos A, B, D, E y F y se incubaron durante 2 horas a 37 °C con CO; al 5%. Después de la
incubacion, las células se centrifugaron (ambiente, 1200 rpm, 5 minutos), los sobrenadantes del medio de cultivo se
eliminaron y los sedimentos celulares se lavaron con 1 ml de PBS y se centrifugaron (ambiente, 1200 rpm, 5 minutos).
Los sobrenadantes fueron eliminados; los sedimentos se reconstituyeron en 100 ul de PBS y 100 pl de acido perclérico
0.8 M y se mezclaron con vortex y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Luego se centrifugd (ambiente, 1200
rpm, 5 minutos) y se transfirieron 180 pl del sobrenadante a nuevos tubos y se almacenaron a -80 °C hasta el momento
del analisis.

Durante el analisis, se transfirieron 90 ul del extracto a los tubos nuevos. Se afiadieron 25 ul de acetato de amonio 1
M al extracto y luego se neutralizaron mediante la adicién de 10 pl de amoniaco al 10% y 5 pl de agua desionizada,
luego se transfirieron a viales de LC-MS y se inyectaron 10 pl en el sistema UPLC-MS/MS.

Estudios de inhibidores
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Las lineas celulares se trataron de la misma manera que se describié anteriormente, pero antes del tratamiento con
medicamentos, se agregaron varios inhibidores:

1) La nitrobenziltioinosina (NBTI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, producto # N2255) bloquea los transportadores de
nucleosidos

2) El clorhidrato de EHNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, producto # E114) bloquea la adenosina desaminasa

3) El hidrato de dihidrocloruro del inhibidor de adenosina quinasa A-134974 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, producto #
A2846): bloquea la adenosina quinasa

Las células se trataron con 10 uM de NBTI o 1 yM de EHNA o A-134974 y se dejaron durante 5 minutos antes de
afadir el farmaco. Las células se incubaron luego durante 2 horas a 37 °C con CO; al 5%.

Analisis LC-MS/MS

Los analitos se resolvieron utilizando un sistema de cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento (Accela UPLC,
Thermo Scientific, Reino Unido) equipado con una columna Biobasic Ax5um, 50 x 2.1mm (Thermo Electron
Corporation, Murrieta, CA, USA) y una fase movil que consiste en una mezcla de NH4Ac 10 mM en ACN/H20O (30:
70v/v), pH 6.0 (A) y NH4Ac 1 mM en ACN/H»0 (30: 70v/v), pH 10.5 (B). Se empleara el gradiente de fase movil, que
comprende: regulador A = 95% a 0-0.5 min, de 95 a 0% durante 1.25 minutos, mantenido a 0% durante 1.75 minutos,
de 0-95% a 0.1 min, terminando con 95 % durante 2.9 minutos, todo a una tasa de flujo de 500 pl/min.

Los compuestos de elucion de interés se detectaron utilizando un sistema de espectrometria de masas Vantage de
cuadrupolo de triple etapa (Thermo Scientific, Reino Unido) equipado con una fuente de iones de electroaspersion.
Las muestras se analizaron en los modos de iones negativos en Monitorizacion de Reaccion Multiple a un voltaje de
aspersion de 3000V. El nitrédgeno se usé como cubierta y gas auxiliar a una tasa de flujo de 50 y 20 unidades arbitrarias,
respectivamente. Se usé argéon como gas de colision con una presiéon de 1.5 mTorr. La masa de iones hijos de
transicion 6ptima y la energia de colision de cada analista fueron las siguientes: 3'ATP 490.1 — 392.1 (energia de
colision 19V) y el estandar interno CloroATP 539.9 — 442.2 (energia de colision 24V).

Analisis estadistico

Las curvas de dosis-respuesta de la citotoxicidad de los farmacos se determinaron mediante un analisis de regresion
no lineal del porcentaje de viabilidad celular frente a la concentracion y se obtuvieron los valores de ECso. El ensayo
intracelular se realizd en cinco repeticiones para cada condicion. El ensayo intracelular se determind mediante la
prueba t pareada (dos colas) de la concentracion de 3'ATP/ATP y se obtuvieron los valores de p. Para todo el analisis,
se utilizé el programa Prism Software (software GraphPad) y se us6 Microsoft Powerpoint® 2013 para graficar los
resultados.

Resultados
Tabla de resumen de ICso (M)

Cordicepina | A (FD) B (FD) D(FD) |E(FD) F(FD)

CEM (TdT"®)  19.5 087 (22) (0.13(150) 6.1(3) [10.0(2) |4.3(5)

K562 10.9 2.4 (5) 021(52) |42(3) [139(1) 6.3(2)

HL-60 11.4 4.6 (3) 2.6 (4) 54(2) [102(1) 83(1)

CRL 24.5 21(12)  |0.4(61) 48(5) [11.0(2) [3.4(7)

(FD) = diferencia de veces en comparacion con Cordicepina = Cordicepina ICso/ ProTide ICso

Resumen de los niveles medios intracelulares de 3'-dATP (ug/ml)
Cordicepina A (FD) B (FD) D (FD) E (FD) F (FD)

CEM |02 37(19) [115(58) 2.9(15) 0.2(1) 1.1 (6)
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Cordicepina
K562 1.7
HL-60 1.7
CRL 0.8
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A (FD)
2.6 (13)
3.2 (16)

6.6 (33)

B (FD)
6.2 (4)
5.1 (3)

10.8 (14)

D (FD)
0.9 (0.5)
0.7 (0.4)

1.7 (2)

E (FD) F (FD)
0.2(0.1) |1.3(0.8)
02(0.1) [1.2(0.7)

1(1) 3.4 (4)

(FD) = diferencia de veces en comparacion con Cordicepina = Protide Intracellular TP/TP

intracelular de Cordicepina

Los compuestos A y B tuvieron los mejores resultados con ICso de 3 a 150 veces mejor que la cordicepina. Los
compuestos A y B produjeron concentraciones intracelulares de 3'-dATP de 3 a 56 veces mejores que la cordicepina.

Cordicepina

Tabla de resumen de IC50 (todo en pM)

Control

NBTI

EHNA

AK

Control

NBTI

EHNA

AK

Control

NBTI

EHNA

AK

Control

NBTI

EHNA

AK

CEM (FD)
11.5
57.7 (5)
0.7 (-16)
29.2 (3)
1.4

2.0 (1)
3.1(2.2)
3.6 (3)
0.9

14 (1)
1.3(1)
1.3(1)
9.9
17.1(2)
13.4 (1)

10.3 (1)

(FD) = diferencia de veces en comparacion con el control

Resumen de los niveles medios intracelulares de 3'-dATP (ug/ml)
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CRL (FD)
7.3
17.9 (2)
13.2 (2)
28.6 (4)
3.6

2.6 (1)
2.9 (1)
10.2 (3)
3.1

2.6 (1)
5.2 (2)
2.8 (1)
8.2

8.2 (1)
5.9 (1)

7.1(1)
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CEM (FD) CRL (FD)
Cordicepina Control 0.24 0.10
NBTI 0.14 (1) 0.06 (1)
EHNA 9.01 (38) 1.85 (19)
AK 0.31 (1) 0.16 (1)
A Control 1.30 0.31
NBTI 0.99 (1) 0.32 (1)
EHNA 1.35 (1) 0.27 (1)
AK 1.20 (1) 0.30 (1)
B Control 4.07 0.59
NBTI 3.14 (1) 0.68 (1)
EHNA 3.62 (1) 0.67 (1)
AK 299 (1) 0.77 (1)
E Control 0.32 0.08
NBTI 0.17 (1) 0.12 (1)
EHNA 0.21 (1) 0.07 (1)
AK 0.19 (1) 0.06 (1)

(FD) = diferencia de veces en comparacion con el control

NBTI, AK'y EHNA no afectaron el 3'-dATP intracelular generado por los tres compuestos de la invencion probados, lo
que indica que estos inhibidores no interfieren con el metabolismo por el cual los compuestos de la invencién generan
el agente activo 3'-dATP dentro del lineas celulares de cancer hematoldgico utilizadas en este estudio. Como estos
inhibidores imitan los mecanismos conocidos de resistencia al cancer, estos resultados indican que los compuestos
de la invencién seran menos susceptibles a los mecanismos de resistencia al cancer que la cordicepina.
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REIVINDICACIONES

1. 3'-desoxiadenosin-5'-O-[fenil(benciloxi-L-alaninil)] fosfato

NH,
.
(Ol
0 <N @

L)

o una sal, éster, sal de un éster o solvato farmacéuticamente aceptable del compuesto del mismo.

2. 3'-desoxiadenosina-5'-O-[fenil(benciloxi-L-alaninil)] fosfato de acuerdo con la reivindicacion 1

NH,
N
¢T1N
0 NP
I N
0-P-0
NH 0
0
OH
o)

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2 para uso como un medicamento.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 para uso en la profilaxis o tratamiento del
cancer.

5. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 4 para uso en el tratamiento de células madre de cancer
en el tratamiento del cancer.

6. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el cancer se selecciona de leucemia, linfoma,
cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer biliar y cancer pancreatico.

7. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el cancer se selecciona de cancer de mama,
CNS, cancer de colon, sarcoma de Ewing, melanoma, cancer de higado, colangiocarcinoma, cancer de ovario, cancer
de pancreas, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer de vejiga, leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoblastica aguda B, leucemia linfoblastica aguda B, mieloma muiltiple y leucemia linfoblastica aguda T.

8. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste
en: leucemia, linfoma, mieloma mudiltiple, cancer de pulmoén (incluido el cancer de pulmén de células no pequenias vy el
cancer de pulmén de células pequefias), cancer de higado, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de prostata,
cancer de cabeza y cuello, neuroblastoma, sarcoma (incluido el sarcoma de Ewing), carcinoma de tiroides, cancer de
piel (incluido el melanoma), carcinoma oral de células escamosas, cancer de vejiga urinaria, tumor de células de
Leydig, cancer biliar, tal como colangiocarcinoma o cancer de vias biliares, cancer de pancreas, cancer de colon,
cancer colorrectal y canceres ginecolégicos, incluido el cancer de ovario y el cancer de endometrio.

9. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el cancer es leucemia o linfoma.

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la leucemia se selecciona del grupo que
comprende leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielégena crénica, leucemia linfocitica crénica, leucemia monoblastica, leucemia de células
pilosas, Linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin.

11. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde la leucemia es leucemia linfoblastica aguda.

12. Un compuesto para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, en donde el cancer es
cancer recidivante o refractario.
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13. Un compuesto para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, en donde el cancer es un
cancer metastasico.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion
2 en combinacion con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Compartimento de células madre identificado como:

Lin~/CD34*/CD387/CD123*

—O— Cordicepina
—A— Compuesto A

Log [farmaco] M

(i)  Compartimento de células madre identificado como:

Lin"/CD347/CD387/CD123"

—o— Cordicepina
—A— Compuesto A

Log [farmaco] M
FIG. 2
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FIG. 4
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FIG. 4 (continuacion)
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