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DESCRIPCION

Nucleésidos modificados para el tratamiento de infecciones por Leishmania.

La presente invencion se refiere a compuestos derivados de nucledsidos, su uso para el tratamiento de infecciones
por Leishmania, ademds de las composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos.

Estado de la técnica anterior

Los parésitos del género Leishmania deben su nombre a W.B. Leishman, quién desarroll6 las primeras técnicas
de deteccién de los pardsitos en 1901. Este pardsito es el causante de la leishmaniasis, una enfermedad presente en
22 paises de América y 66 naciones del viejo mundo, con especial incidencia en Asia Sur-oriental, Africa Oriental
y Brasil. En Europa es posible encontrar casos de infeccién en humanos en 16 paises, entre los cuales destacan
Francia, Italia, Grecia, Malta, Espafia y Portugal. La enfermedad presenta diversas manifestaciones que, en su mayoria,
dependen de la especie causante de la infeccién. La mayor parte de los casos corresponden a la forma cutdnea, que
afecta a la piel de los pacientes, siendo responsable de severas desfiguraciones. Sin embargo, los casos mds relevantes
desde el punto de vista de la salud corresponden a la forma visceral de la enfermedad (LV), que causa miles de muertes
al afo.

Aproximadamente el 60% de los casos de LV, también conocida como Kala azar, ocurren en el subcontinente indio
(Bangladesh, India y Nepal), principalmente entre la poblacién mds pobre de las dreas rurales. El resto de los casos
se localizan en Africa oriental (Etiopia, Kenia y Suddn) y en Brasil. La LV es causada por dos especies diferentes, L.
donovani 'y L. infantum, cada una de ellas con una distribucién geogréfica propia. L. infantum infecta principalmente
a ninos e individuos inmuno-suprimidos, mientras que L. donovani infecta a individuos de todas las edades. Se estima
que cada afio se producen unas 50.000 muertes a causa de esta enfermedad y se registran 500.000 nuevos casos. Entre
las enfermedades causadas por pardsitos, esta tasa de muerte es s6lo superada por la malaria.

El perro es el principal reservorio de las especies causantes de LV. Existen evidencias que demuestran una dismi-
nucidén de la incidencia de la enfermedad, tanto en perros como en nifios, como consecuencia de un amplio andlisis
serolégico de la poblacion de perros y la posterior eliminacién de los animales infectados. Sin embargo, esta estrategia
de control es considerada como poco aceptable y serian deseables otras medidas conducentes al control de la enferme-
dad en éstos animales. Datos recientes muestran una incidencia muy elevada de la infeccién en perros domésticos de
los paises de la cuenca mediterrdanea, considerdndose de hecho una de las enfermedades mds frecuentes y letales entre
estos animales (Solano-Gallego, L., P. Morell, et al. 2001. J Clin Microbiol 39: 560-3).

El tratamiento de la LV estd basado en el empleo de farmacos anti-leishmania y en un agresivo control de cualquier
infeccidn bacteriana o parasitaria concomitante, de posibles anemias, hipovolemia y malnutricién. Los antimoniales
pentavalentes estibogluconato sédico y antimoniato de meglumina han constituido la primera linea de tratamiento en
muchas dreas del planeta durante mas de 70 afios. Los antimoniales son firmacos téxicos con frecuentes efectos ad-
versos tales como arritmias cardiacas, y pancreatitis agudas. Los pacientes con edades menores de 2 afios o superiores
a los 45 con la enfermedad avanzada y/o con malnutricién severa presentan un elevado riesgo de muerte durante la
terapia con antimoniales como consecuencia de su elevada citotoxicidad, lentitud de accién y/o complicaciones de la
enfermedad (Chappuis, F., S. Sundar, ef al. 2007. Nat Rev Microbiol 5(11): 873-82).

El tratamiento con Anfotericina B convencional ha reemplazado a los antimoniales en el tratamiento de la LV en
algunas dreas, en las que la tasa de fallo de los antimoniales supera el 60%. Fiebre, escalofrios y rigor son efectos
casi universales del tratamiento con Anfotericina B convencional y no es extrafio encontrar efectos adversos con
grave riesgo para la vida como la caida de la concentracion de potasio en sangre, nefrotoxicidad e incluso choques
anafildcticos tras la primera dosis. Ademads, este formaco es costoso y su régimen de administracién es complicado (15
infusiones lentas en dias alternos) (Chappuis, F., S. Sundar, et al. 2007. Nat Rev Microbiol 5(11): 873-82).

A pesar de la existencia de algunas alternativas a estos tratamientos, como es el caso de la anfotericina B liposomal,
la miltefosina (un farmaco originalmente desarrollado como anti-tumoral), la paramomicina (antibidtico aminoglicé-
sidico), y la Sitamaquina (8-aminoquinolina), existe todavia una gran necesidad de avanzar en la investigacion y
desarrollo de nuevos fairmacos que mejoren el repertorio de estrategias disponibles para el control de la enfermedad.

Descripcion de la invencion
La presente invencidn proporciona un grupo de moléculas con capacidad de inhibicién del crecimiento del para-

sito, Leishmania, que constituye una nueva herramienta con importancia tanto desde el punto de vista médico como
veterinario.
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Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula general (I) (a partir de ahora
compuestos de la invencién):

donde:

Z se selecciona de la lista que comprende hidrégeno, hal6geno, alquilo (C,-C,), éster (-COOR,) o amida
(-CONH, 6 -CONHRy);

W es CH 6 nitrégeno (N);

Y es un hidrégeno (H) o alquilo (C,-C,);
X se selecciona de entre O, NH 6 S;

R, es una base nitrogenada.

R, es un grupo éster (-OCOR,);

R; se selecciona de entre hidrégeno (H), hidroxilo (OH) o alcoxilo (-OR,);

Por “hal6geno” se entiende en la presente invencién a un 4tomo de bromo, cloro, yodo o fldor.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas alifaticas, lineales o ramificadas, que tienen de
1 a 4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo 6 sec-butilo. Preferible-
mente el grupo alquilo es un metilo.

El término “alcoxilo” se refiere en la presente invencién a un grupo de férmula -OR, en la que R, es un alquilo
(C,-C,), por ejemplo, pero sin limitarse a metoxilo, etoxilo 6 propoxilo. Preferiblemente es un grupo metoxilo.

Por “base nitrogenada” se entiende en la presente invencién a los compuestos orgénicos ciclicos, que incluyen dos
o mds atomos de nitrégeno. Preferiblemente las bases nitrogenadas se seleccionan de entre puricas o pirimidinicas, si
es purina se unen a través del N9 y si es pirimidina se une a través del N1. Mds preferiblemente las bases nitrogenadas
se seleccionan del grupo que comprende timin-1-il, uracil-1-il, citosin-1-il, hipoxantin-9-il, adenin-9-il 6 guanin-9-il.
Aun mas preferiblemente la base nitrogenada es timina.

El término “éster” se refiere en la presente invencién a un grupo de férmula -OCOR,, 6 de férmula -OCOR..
Cuando Z es un éster, R,, es un hidrégeno o un grupo alquilo (C,-C,) tal y como se ha descrito anteriormente. Cuando
R, es un éster R. es un grupo alquilo, lineal o ramificado y/o sustituido por un grupo amino. Preferiblemente es
cualquier aminodcido libre (como por ejemplo, pero sin limitarse a valina, alanina o isoleucina) o protegido, como por
ejemplo, pero sin limitarse a los grupos t-butoxicarbonilo, fenilxicarbonilo o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Mas
preferiblemente R, se selecciona de los siguientes grupos:
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R, puede ser también de férmula -OCOCH,CH,COOCH,CH,0-R., donde R, es un grupo, aminoécidos libres o
protegidos, como los descritos anteriormente. R, puede contener un aminodcido como espaciador y una valina en la
posicioén distal del tipo -OCOCHR’NHCOCH(CH;)NH,, siendo R’ 1a cadena lateral del aminodcido del espaciador.

El término “amida” se refiere en la presente invencién a un grupo de férmula -CONH, 6 -CONHR, en la que Ry
es un alquilo (C,-C,), tal y como se ha descrito anteriormente.

R3, es un radical sobre la posicioén 2’ de la ribosa del nucledsido, dando lugar a los compuestos desoxi (cuando R;
es H), ribo o arabino (cuando R; es OH, dependiendo de su estereoquimica) o ribo (cuando R; es -OR,, preferiblemente
-OCH,).

En una realizacion preferida de la presente invencion los radicales Y y/o Z se encuentran en las posiciones 3 y 4 de
sus anillos aromdticos respectivos. En otra realizacion preferida Y es hidrégeno. Mds preferiblemente Z es hidrégeno
y/o W es CH. M4s preferiblemente X es oxigeno y ain mds preferiblemente R; es hidrégeno.

En otra realizacion preferida los compuestos de la invencidn se seleccionan de la lista que comprende:

(S)-3’-O-[N-(Fluorenilmetoxicarbonil)valil]-5’-O-tritiltimidina;

3’-0-L-Valil-5’-O-tritiltimidina; o

Acido 4-[(2R,3S,5R)-5-(timin- 1-il)-2-(tritiloximetil tetrahidrofuran-3-iloxi]-4-oxobutanoico;

[(2R,3S,5R)-5-(Timin-1-il)-2-(tritiloximetil )tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-hidroxietilo;

[(2R,3S,5R)-5-(Timin-1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-[(S)-2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonilamino)-3-metilbutanoiloxi]etilo; 6

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-[(S)-2-amino-3-metilbutanoiloxi]
etilo.

Mas preferiblemente, los compuestos de la invencidn tienen las férmulas:

3’-0-L-Valil-5’-O-tritiltimidina; 6

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-[(S)-2-amino-3-metilbutanoiloxi]

etilo

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de los compuestos de la invencion
que cualquier experto en la materia podria deducir de los siguientes esquemas de reaccion, ademds del contenido de
los ejemplos.
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Donde: R, Ry, R3, X, Z, Y y W estdn definidos anteriormente. En el paso (i) tiene lugar la adicién de los grupos
éster, introduciendo aminodcidos previamente protegidos o grupos aminodcidos junto con otros grupos espaciadores
tal y como se define en el grupo R,, también previamente protegidos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de los compuestos de la invencién para la elaboracién de
una composicién farmacéutica.

Otro aspecto mds de la presente invencién se refiere al uso de los compuestos de la invencion para la elabora-
cién de una composicién farmacéutica para el tratamiento el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por
Leishmania.

La leishmaniasis, es una enfermedad que afecta, sobre todo a vertebrados, es decir, tanto en humanos o animales
vertebrados, como por ejemplo a marsupiales, canidos, roedores o primates.

Existen varios tipos de leishmaniasis dependiendo del tipo de 6rganos se ven afectados por esta enfermedad y que
son: leishmaniasis visceral (LV), que es principalmente causada por dos especies L. donovani'y L. infantum. leishma-
niasis cutdnea o Leishmaniasis mucosa o mucocutdnea. Dada la semejanza de las diferentes especies de Leishmania,
los compuestos de la invencidn se utilizan para el tratamiento de cualquier tipo de leishmaniasis.

Aln otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos
uno de los compuestos de la invencién, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El uso de dicha composi-
cion para el tratamiento de las enfermedades infecciosas serd en una cantidad terapéuticamente efectiva.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracion de
composiciones terapéuticas.

Los compuestos de la invencidn, sus sales farmacéuticamente aceptables, profarmacos y/o solvatos, asi como las
composiciones farmacéuticas que los contienen, pueden ser utilizados junto con otros formacos, o principios activos,
adicionales para proporcionar una terapia de combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la
misma composicion farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién se-
parada para su administraciéon simultdnea o no a la de 1la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula (I), o un profarmaco, solvato, derivado o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del agente o compuesto capaz de desarrollar la accidn terapéutica determinada por sus propiedades farmacolégicas,
calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas
propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la alteracion o trastorno, y de la
ruta y frecuencia de administracion.

Dicha composicién terapéutica se puede preparar en forma de una forma sélida o suspensioén acuosa, en un diluyen-
te farmacéuticamente aceptable. La composicion terapéutica proporcionada por esta invencion puede ser administrada
por cualquier via de administracién apropiada, para lo cual dicha composicién se formulara en la forma farmacéutica
adecuada a la via de administracién elegida. En una realizacién particular, la administracién de la composicion tera-
péutica proporcionada por esta invencién se efectiia por via oral, tépica, rectal o parenteral (incluyendo subcuténea,
intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, intravenosa, etc.). Una revision de las distintas formas farmacéuticas de
administracién de medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtencién de las mismas puede encontrarse,
por ejemplo, en el “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli i Trillo, 1993, Luzén 5, S.A. Ediciones, Madrid, o en
otros habituales o similares de las Farmacopeas Espafiola y de Estados Unidos.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.
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Ejemplos
A continuacién se ilustrard la invenciéon mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de la invencion.
Ejemplo 1
Sintesis del compuesto 3

10
Se describe en el siguiente esquema 1:

25 o

30

) T
35 N "0
o
40
I

3
45
Esquema 1: donde (i) es Fmoc-Val-OH, BOP, CH,Cl,, Et;N, DMAP, temperatura ambiente, 16 h. (ii) piperidina,
DMEF, temperatura ambiente, 5 min.
50
(S)-3’-O-[N-(Fluorenilmetoxicarbonil)valil ]-5’-O-tritiltimidina (2)
0
55
O \EU\NH
N/&O

: e o
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A una disolucién de 5’-O-tritiltimidina (1) (Gilham, P. T.; Khoraka H. G. 1958, J. Am. Chem. Soc., 80, 6212-
6222) (150 mg, 0.31 mmol) en CH,Cl, (2 ml), se le afiade Fmoc-L-Val-OH (210 mg, 0.62 mmol), utilizando BOP
(hexafluoruro de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio) (165 mg, 0.37 mmol) como agente de acoplamiento
y Et;N (51 pl, 0.37 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante la noche, se diluye con acetato de
etilo (25 ml) y se lava con una disolucién de acido citrico al 5% (10 ml). La fase organica se lava con una disolucién
saturada de NaHCO; (10 ml) y salmuera, se seca con MgSO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se
purifica por cromatografia circular centrifuga en capa fina CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente CH,Cl,.
Se obtienen 199 mg (80%) como un sélido blanco.

Pf: 104-106°C (CH,Cl,:MeOH)

EM (ES, modo positivo): m/z 829 (M+Na)™.

'H-RMN (DMSO-d,): 6 0.83 (m, 6H, CH;-y), 1.46 (s, 3H, 5-CH;), 2.02 (m, 1H, CH-8), 2.28 (m, 2H, H-2"), 3.24
(m, 2H, H-5"), 3.93 (t, J= 1.2 Hz, CH-a), 4.02 (m, 1H, H-4"), 4.18-4.31 (m, 3H, CH,CH-Fmoc), 5.33 (m, 1H, H-3),

6.22 (pseudo t, J = 6.9 Hz, 1H, H-1"), 7.25-7.39 (m, 19H, CPh;, Ph-Fmoc), 7.50 (s, 1H, H-6), 7.71 (pseudo t, J = 6.8
Hz, 2H, Ph-Fmoc), 7.86 (m, 3H, Ph-Fmoc, NH), 11.39 (s ancho, 1H, 3-NH).

3-0-L-Valil-5’-O-tritiltimidina (3)

A una disolucién del compuesto 2 (134 mg, 0.17 mmol) en N,N-dimetilformamida (1 ml) se le afiade piperidina
(50 u1, 0.51 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 5 min y se concentra hasta sequedad a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente CH,Cl1,/MeOH (10:1).
Se obtienen 89 mg (92%) como un sélido blanco.

Pf: 88-90°C (CH,Cl,:MeOH)

EM (ES, modo positivo): m/z 607 (M+Na)*.

'"H-RMN (DMSO-d;): 6 0.74 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH;-y), 0.82 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH;-y), 1.46 (s, 3H, 5-CH3),
1.78 (m, 1H, CH-B), 2.30 (m, 2H, H-2’), 3.10 (d, J = 5.1 Hz, CH-«), 3.25 (m, 2H, H-5"), 4.02 (m, 1H, H-4"), 5.32 (m,
1H, H-3’), 6.21 (pseudo t, J = 6.8 Hz, 1H, H-1"), 7.27-7.39 (m, 15H, CPh;), 7.52 (s, 1H, H-6), 11.38 (s ancho, 1H, 3-
NH).

Analisis (%) para C33;H;,N;04. Calculado: C, 69.96; H, 6.39; N, 7.20. Encontrado: C, 69.85; H, 6.21; N, 6.99.
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Sintesis del compuesto 7
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Esquema 2.- donde: (i) anhidrido succinico, CH,Cl,, Et;N, temperatura ambiente, 4 h (ii) etilenglicol, BOP,
CH,Cl,, E;N, temperatura ambiente, 3 h. (iii) Fmoc-Val-OH, BOP, CH,Cl,, Et;N, temperatura ambiente, 16 h. (iv)
piperidina, N,N-dimetilformamida (DMF), temperatura ambiente, 5 min.

Acido 4-[(2R,3S,5R)-5-(timin-1-il)-2-(tritiloximetil tetrahidrofuran-3-iloxi ]-4-oxobutanoico (4)

NH
N" "0
0
g
o}
OH

Una disolucién de 5°-O-tritiltimidina (1) (Gilham, P. T.; Khoraka H. G. 1958, J. Am. Chem. Soc. 80, 6212-6222)
(150 mg, 0.31 mmol), en CH,Cl, (5 ml) se hace reaccionar con anhidrido succinico (62 mg, 0.62 mmol) en presencia de
Et;N (86 ul, 0.62 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (37 mg, 0.31 mmol) durante 4 h a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se diluye en CH,Cl, (50 ml), y se lava dos veces con disolucién de KH,PO, al 10% (2 x 30 ml)
y con H,O (30 ml), la fase orgédnica se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora. El residuo se purifica a través
de un cartucho de Silica SPE® usando como eluyente un gradiente de CH,Cl,/MeOH (300:1 a 200:1). Se obtienen
149 mg (82%) como un sdlido blanco.
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Pf: 97-99°C (CH,Cl,:MeOH)

EM (ES, modo positivo): m/z 584 (M)*.

'"H-RMN (CDCl;): 6 1.38 (s, 3H, 5-CH;), 2.41 (m, 1H, H-2"), 2.51 (m, 1H, H-2"), 2.59-2.72 (m, 4H, CH,CH,),
3.42,3.48 (dd, J = 10.6, 2.5 Hz, 2H, H-5"), 4.17 (m, 1H, H-4"), 5.46 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H-3"), 6.38 (dd, / =9.0, 5.4
Hz, 1H, H-17), 7.24-7.41 (m, 15H, CPhs), 7.61 (s, 1H, H-6), 9.72 (s, 1H, 3-NH).

BC-RMN (CDCL): 6 12.0 (CH3), 29.3, 29.7 (CH,CHy,), 38.4 (C-2’), 64.2 (C-5"), 76.0 (C-3’), 83.8 (C-4’), 84.8
(C-1°), 88.1 (C-Ph3), 112.1 (C-5), 127.9, 129.1 (CH-Ph), 136.1 (C-6), 143.6 (C-Ph), 151.1 (C-2), 164.9 (C-4), 172.0
(CO0), 176.4 (COOH).

Analisis (%) para C33H;,N,0O4. Calculado: C, 67.80; H, 5.52; N, 4.79. Encontrado: C, 67.56; H, 5.81; N, 4.58.

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil )tetrahidrofuran-3-il Jsuccinato de 2-hidroxietilo (5)

0
—\—OH

A una disolucién del compuesto 4 (130 mg, 0.22 mmol) en CH,Cl, (1 ml), se le afiade etilenglicol (50 ul, 0.89
mmol), BOP (119 mg, 0.27 mmol) y finalmente Et;N (37 ul, 0.27 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante 3 h. A continuacién se diluye con acetato de etilo (25 ml) y se lava con una disolucién de 4cido citrico al 5%
(10 ml). La fase orgdnica se lava con una disolucién saturada de NaHCO; (10 ml) y salmuera, se seca con MgSO,
anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente
CH,Cl1,/MeOH (20:1). Se obtienen 128 mg (92%) de un sélido blanco.

Pf: 73-74°C (CH,Cl,:MeOH)
EM (ES, modo positivo): m/z 651 (M+Na)™.
'H-RMN (CDCl): 6 1.36 (d, J = 0.9 Hz, 3H, 5-CHj;), 2.47 (m, 2H, H-2"), 2.67 (m, 4H, OCCH,CH,CO), 3.47 (d,

J=24Hz, 2H, H-5°), 3.82 (m, 2H, CH,0H), 4.14 (m, 1H, H-4"), 4.24 (m, 2H, CH,0), 5.49 (d, /= 5.3 Hz, 1H, H-3’),
6.40 (dd, J = 8.8, 5.7 Hz, 1H, H-1"), 7.24-7.40 (m, 15H, CPh;), 7.60 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-6), 8.24 (s, 1H, 3-NH).

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- I-il)-2-(tritiloximetil )tetrahidrofuran-3-il [succinato de 2-[(S)-2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonilamino)-3-metilbutanoiloxi]etilo (6)
[o]
IR
N
OC =
O
(0]
(0]

o)

/&O
. (2
Ci* QQ
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A una disolucién de 5 (160 mg, 0.25 mmol) en CH,Cl, (1.5 ml), se le afiade Fmoc-L-Val-OH (130 mg, 0.38 mmol)
y BOP (135 mg, 0.30 mmol) y tras unos minutos se le afiade Et;N (37 ul, 0.30 mmol). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante la noche. A continuacién se diluye con acetato de etilo (25 ml) y se lava con una disolucién de dcido
citrico al 5% (10 ml). La fase orgénica se lava con una disolucién saturada de NaHCO; (10 ml) y salmuera, se seca
con MgSO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como
eluyente CH,Cl,/acetato de etilo (6:4). Se obtienen 170 mg (70%) de un sélido blanco.

Pf: 87-89°C (CH,Cl,:MeOH)
EM (ES, modo positivo): m/z 973 (M+1)*.

'H-RMN (CDCL,): 6 0.83-0.99 (m, 6H, CH;-y), 1.35 (d, J = 0.9 Hz, 3H, 5-CHj;), 2.16 (m, 1H, CH-5), 2.45 (m,
2H, H-2), 2.63 (s, 4H, CH,CH,), 3.47 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H-5"), 4.12 (m, 1H, H-4"), 4.23 (t, /= 7.2 Hz, 1H, CH-«),
4.32-4.41 (m, 7TH, OCH,CH,0, CH,-Fmoc, CH-Fmoc), 5.34 (d, /= 9.4 Hz, 1H, H-3’), 5.41 (m, 1H, NH), 6.40 (dd, J
=8.1,6.2 Hz, 1H, H-1"), 7.25-7.44 (m, 19H, CPh;, Ph-Fmoc), 7.58-7.61 (m, 3H, H-6, Ph-Fmoc), 7.76 (d, /= 7.5 Hz,
2H, Ph-Fmoc), 8.06 (s, 1H, 3-NH).

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil )tetrahidrofuran-3-il Jsuccinato de 2-[(S)-2-amino-3-metilbutanoiloxi]
etilo (7)

0.0
EL i
(o] O\/\O)THZ

A una disolucién de 6 (79 mg, 0.08 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (1 ml) se le afiade piperidina (50
w1, 0.51 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 5 min, y se concentra hasta sequedad a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente CH,Cl,/MeOH (10:1).
Se obtienen 60 mg (96%) de un sélido blanco.

Pf: 62-64°C (CH,Cl,:MeOH)
EM (ES, modo positivo): m/z 728 (M+1)*.

'H-RMN (CDCL): 6 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH,-y), 0.97 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH,-y), 1.36 (s, 3H, 5-CH,), 2.01
(m, 1H, CH-B), 2.45 (m, 2H, H-2"), 2.67 (s, 4H, CH,CH,), 3.33 (d, J = 4.9 Hz, 1H, CH-a), 3.47 (d, J = 2.2 Hz, 2H,
H-5"), 4.13 (m, 1H, H-4"), 4.32 (s, 4H, CH,0), 5.50 (m, 1H, H-3"), 6.40 (dd, J= 8.2, 6.2 Hz, 1H, H-1°), 7.25-7.43 (m,
15H, CPhy), 7.58 (s, 1H, H-6).

Analisis (%) para C4H,sN3;0,9- H,O. Calculado: C, 64.42; H, 6.35; N, 5.63. Encontrado: C, 64.03; H, 6.03; N,
5.70.

Ejemplo 2

Capacidad inhibitoria del crecimiento de promastigotes en fase logaritmica de crecimiento por compuestos (comp. 3
y7)

Promastigotes de Leishmania infantum en fase logaritmica de crecimiento se incubaron en placas multipocillo en
200 uL de medio de cultivo a una concentracién de 100.000 parasitos por ml. A los controles positivos de crecimiento
se les afadié un volumen de 5 ul de dimetilsulf6xido(DMSO). Cada uno de los compuestos 3 y 7 se afiadié a los
cultivos a una concentracién de 12 uM en un volumen de 5 ul de DMSO. La evaluacién del crecimiento de los
pardsitos se realiz6 mediante la adicién en el momento del inicio del cultivo de 20 ul de Alamar Blue, para alcanzar
una concentracion final del 10%. El nimero de células presentes en cada uno de los pocillos se estimé a las 24 horas
mediante medida de las absorbancias a 570 nm y 630 nm, segtin el método descrito por el fabricante (Biosource
TM). El porcentaje de inhibicién del crecimiento de cada uno de los compuestos se estimd por comparacion con el
crecimiento de los controles con DMSO.
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Los resultados obtenidos muestran una fuerte capacidad inhibidora del crecimiento de los pardsitos en el caso de
los compuestos 3y 7.

TABLA 1

Porcentaje de inhibicion del crecimiento de promastigotes logaritmicos de Leishmania infantum en medio de cultivo

Compuesto % inhibicién crecimiento + DE
[compuesto]=12 uM
Tiempo ensayo: 24h

3 95 +1

7 92 £1

Comparacion del efecto citotoxico de los compuestos 3y 7 en células humanas (Jurkat) y promastigotes de Leishmania

El efecto citotoxico de los compuestos 3 y 7 en promastigotes de L infantum y en células humanas se evalué por
citometria de flujo mediante el andlisis de los pardmetros de Tamafio/complejidad celular (Forward scatter and Side
Scatter; FSC/SSC). Los resultados obtenidos (tabla 2) indican que, tras 24 horas de incubacién con una concentracion
de 6,25 uM del compuesto 3, tan sélo el 20% de los pardsitos permanecen vivos. A esta misma concentracion el
38% de las células Jurkat son viables. A una concentracién de 12,5 uM del compuesto 3 en las mismas condiciones
de cultivo tan sélo el 2% de los pardsitos permanece vivo, mientras que un 14% de las células Jurkat se mantienen
viables.

En el caso del compuesto 7, tras 24 horas de incubacién a una concentracién de 6,25 M, tan sélo el 14% de los
pardsitos permanecen vivos. A esta misma concentracion el 73% de las células Jurkat son viables. A una concentracién
de 12,5 uM del compuesto 7 en las mismas condiciones de cultivo, tan sélo el 2,5% de los parasitos permanece vivo,
mientras que un 35% de las células Jurkat se mantienen viables.

TABLA 2

Comparacion de la toxicidad celular de los compuesto 3 'y 7 en células humanas (Jurkat) y promastigotes del
Leishmania infantum

L infantum Células Jurkat

% Células vivas % Células vivas
Compuesto 3 6,25 uM | 20% 38%
Compuesto 3 12,5 uM | 2% 14%
Compuesto 7 6,25 uM | 14% 73%
Compuesto 7 12,5 uM | 2,5% 35%
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Comparacion del efecto citotoxico del compuestos 3, 7 y miltefosina en promastigotes de Leishmania infantum

La comparacién del efecto citotoxico de los tres compuestos frente a promastigotes logaritmicos de Leishmania
infantum se llevé a cabo por citometria de flujo mediante el andlisis de los pardmetros de Tamafio/complejidad celular
(Forward scatter and Side Scatter; FSC/SSC). Los resultados indican una actividad leishmanicida claramente superior
de los compuestos 3 y 7 en el rango de concentraciones entre 6,25 y 12,5 uM (tabla 3).

TABLA 3
Comparacion de la actividad citotoxica de los compuestos 3, 7'y miltefosina en promastigotes de Leishmania
infantum
Concentracion %Parasitos %Parasitos %Parasitos
compuesto muertos muertos muertos
Compuesto 3 | Compuesto 7 | Miltefosina
6,25 uM 80 % 86 % 2%
12,5 uM 98 % 97,5 % 1%

12
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (I):

(1)

donde:

Z se selecciona de la lista que comprende hidrégeno, halégeno, alquilo (C,-C,), éster o amida;
WesCHoN;

Y es hidrégeno o un grupo alquilo (C,-C,);

X se selecciona de la lista que comprende O, NH 6 S;

R, es una base nitrogenada;

R, es un grupo éster; y

Rj; se selecciona de la lista que comprende hidrégeno, hidroxilo o alcoxilo.

2. Compuesto segtn la reivindicacion 1, donde Z y/6 Y son hidrégeno.

3. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde W es el grupo CH.

4. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R, se selecciona de la lista que comprende
timina, uracilo, citosina, guanina, adenina o hipoxantina.

5. Compuesto segtn la reivindicacién 4, donde R, es timina.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R; es hidrégeno.

7. Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde R, es un amino4cido, libre o protegido.

8. Compuesto segtin la reivindicacién 7, donde el aminodcido es valil, alanil o isoleucil.

9. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde X es O.

10. Compuesto segtn la reivindicacién 1, de férmula:
(S)-3’-O-[N-(Fluorenilmetoxicarbonil)valil]-5’-O-tritiltimidina;
3’-0-L-Valil-5’-O-tritiltimidina; o

Acido 4-[(2R,3S,5R)-5-(timin-1-il)-2-(tritiloximetil )tetrahidrofuran-3-iloxi]-4-oxobutanoico;

[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-hidroxietilo;

13
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[(2R,3S,5R)-5-(Timin-1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-[(S)-2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonilamino)-3-metilbutanoiloxi]etilo; 6
[(2R,3S,5R)-5-(Timin- 1-il)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]succinato de 2-[(S)-2-amino-3-metilbutanoiloxi]
etilo.
11. Uso del compuesto de férmula general (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para la elaboracién

de una composicién farmacéutica.

12. Uso del compuesto de férmula general (I) segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para la elaboracién
de una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por Leishmania.

13. Uso del compuesto segun la reivindicacion anterior, para el tratamiento en humanos o animales.

14. Composicién farmacéutica que comprende al menos uno de los compuestos de férmula general (I), segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que ademds comprende otro principio activo.

14
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10-15
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Si
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si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200803551

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Base de datos Registry. 08-06-2006
D02 Base de datos Registry 14-02-1987
D03 Base de datos Registry. 16-11-1984
D04 US 4918179 A 17-04-1990
D05 JP 63008334 A 14-01-1988
D06 Molecular Pharmacology. 2006

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion se refiere a nucleésidos modificados de férmula general (1), las composiciones farmacéuticas que los contienen
solos 0 en combinacién con otros principios activos y su uso para la elaboracién de una composiciéon farmacéutica para el
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por Leishmania.. Todos los ejemplos descritos en la presente solicitud
tienen como sustituyente de R1 la base nitrogenada timina, Z e Y son H, W es un grupo CH, R3es Hy X es O.

Las referencias que constituyen los documentos D01 a D03 describen compuestos como los recogidos en la férmula (1) de la
presente solicitud segun se define en las reivindicaciones 1 a 9.

En consecuencia las reivindicaciones 1 a 9 carecen de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986).

El documento D04 divulga la actividad como inhibidores del crecimiento de Leishmana tropica de los derivados de nucleésido
9-(2'Desoxi-2'-fluoro-beta-D-arabinofuranosil) hipoxantina.

El documento D05 en su resumen menciona que nucledsidos derivados de purina 3’-Desoxi y con fluor en la posicién 3/,
presentan actividad antiprotozoaria, en especial contra Leishmania.

El documento D06 divulga compuestos estructuralmente muy préximos a los compuestos de la invencién, que contienen un
grupo tritiloximetil unido al nucledsido, con uso potencial como agentes anticancerigenos.

No se ha encontrado divulgado, ni sugerido en el estado de la técnica compuestos como los recogidos en la reivindicacion 10
de la solicitud, ni su composicién farmacéutica, ni su uso en el tratamiento de enfermedades causadas por Leishmania.

En consecuencia, se considera que las reivindicaciones 10 a 15 de la presente solicitud tienen novedad e implican actividad
inventiva (Arts. 6.1y 8.1 LP 11/1986).
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