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DESCRIPCION

Uso de derivados de nucledsidos antivirales para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de infec-
ciones de hepatitis C.

La presente invencidn estd relacionada con la utilizacién de derivados de nucledsidos para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento o la profilaxis de las infecciones por el virus de la hepatitis C. En concreto,
la presente invencién estd relacionada con derivados conocidos de 2’-desoxi-2’-fluoro nucleésidos y su utilizacién
como inhibidores de la replicacién del RNA del virus de la hepatitis C (VHC). Los compuestos de esta invencién
posiblemente se pueden utilizar como agentes terapéuticos para el tratamiento de infecciones por VHC.

El virus de la hepatitis C es la causa principal de las enfermedades hepdticas crénicas de todo el mundo. Los pacien-
tes infectados por el VHC estdn en riesgo de desarrollar una cirrosis hepdtica y un posterior carcinoma hepatocelular
y, por lo tanto, el VHC es la indicacién principal para los transplantes hepaticos. Actualmente solo se dispone de dos
tratamientos aprobados para el tratamiento de la infeccién por VHC (Gish RG. Sem Liver Dis. 1999;19:35). Estos
tratamientos son el monotratamiento con interferén-a y, mds recientemente, el tratamiento combinado del andlogo de
nucledsido ribavirina (Virazole), con inteferén-a.

El virus de la hepatitis C pertenece a la familia Flaviridae. Se trata de un virus de RNA, el genoma del cual codifica
una gran poliproteina que una vez procesada produce la maquinaria de replicacion necesaria para garantizar la sintesis
de nuevos RNA. Se cree que la mayor parte de las proteinas no estructurales codificadas por el genoma de RNA del
VHC estan implicadas en la replicacién de RNA. Lohmann et al. [Lohmann V, et al. Science. 1999;285:110-113] han
descrito la construccién de una linea celular de hepatoma humano (Huh7) en la que se han introducido moléculas de
RNA subgenémico de VHC y se ha demostrado que se replican con una elevada eficiencia. Se piensa que el mecanismo
de replicacion de RNA en estas lineas celulares es idéntico al de la replicacién del genoma completo del RNA de VHC
en hepatocitos infectados. Los clones subgendémicos de cDNA de VHC utilizados para el aislamiento de estas lineas
celulares han constituido el fundamento para el desarrollo de un ensayo basado en células para la identificacién de
andlogos de nucledsidos inhibidores de la replicacién del VHC.

En WO 99/43691 se describe la utilidad de andlogos de 2’-fluoronucledsido para el tratamiento de la infeccién por
hepatitis B, hepatitis C, VIH y de la proliferacién celular anémala, incluyendo tumores y cancer. Los derivados de 2’-
desoxi-2’-fluoro ribonucledsidos no se describe de forma especifica.

La presente invencidn describe la utilizacién de derivados de 2’-desoxi-2’-fluoro nucledsidos de férmula I:

1
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en la que
R! es hidrégeno o fosfato y

B significa un residuo 1-pirimidinilo o 9-purinilo de férmulas B1, B2 o B3

NH, NH, 0O

SN NZ SN HN N
(k */'E \ -

R:’J“o HzN)\\N }i,> sz)\\N °N>

B1 B2 B3

y de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el tratamiento de enfermedades en las que interviene el
virus de la hepatitis C (VHC) o para la preparacion de medicamentos para un tratamiento de este tipo.

El término “fosfato” tal como aqui se utiliza, denota un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato de férmula -
[P(=0)(OH)O],H, en la que n es un nimero entero seleccionado entre 1, 2 y 3. El fosfato en R! es preferiblemente
un grupo monofosfato. El término “fosfato” también incluye profirmacos monofosfato estabilizados u otros grupos
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salientes farmacéuticamente aceptables que, al ser administrados in vivo, tienen la capacidad de proporcionar un
compuesto en el que R! es monofosfato. Estos “pronucleétidos” pueden mejorar las propiedades del nucleétido original
como la actividad, biodisponibilidad o estabilidad.

En Wagner CR, et al. Medicinal Research Reviews. 2000;20(6):417 o en Jones R y Bischofberger N. Antiviral Re-
search. 1995;27:1 se describen ejemplos de grupos sustituyentes que pueden sustituir uno o mas de los hidrégenos de
la fraccion monofosfato. Este tipo de pronucleétidos incluyen: fosfodiésteres de alquilo o arilo, fosfodiésteres esteroi-
des, fosfotriésteres de alquilo o arilo, fosfotriésteres de alquilo ciclicos, fosfotriésteres de ciclosaligenilo (CycloSal),
derivados de S-acil-2-tioetilo (SATE), derivados de ditioetil (DTE), fosfoésteres de pivaloiloximetilo, fosfoésteres de
para-aciloxibencilo)PAOB), fosfodiésteres glicerolipidos, fosfotriésteres lipidos de glicosilo, fosfodiéseres de dinu-
cleosidilo, fosfotriésteres de dinucledsidos, fosforodiamidatos, fosforamidatos ciclicos, monoésteres de fosforamidato
y diésteres de fosforamidato.

En las representaciones graficas de los compuestos presentadas a lo largo de esta solicitud, una linea continua
progresivamente mds gruesa indica un sustituyente que se encuentra por encima del plano del anillo y una linea
discontinua indica un sustituyente que se encuentra por debajo del plano del anillo.

Los compuestos de la presente invencién muestran estereoisomerismo y por esta razén incluyen compuestos en
los que los dtomos de carbono presentan la configuracion S, R o R,S. Los compuestos de esta invencién pueden ser
cualquier isémero del compuesto de formula I o mezclas de estos isémeros. Los compuestos e intermediarios de la
presente invencion que presentan uno o mas dtomos de carbono asimétrico se pueden obtener en forma de mezclas de
estereoisomeros. Estas mezclas se pueden separar, en los pasos apropiados del proceso de esta invencion, mediante
métodos estereoespecificos conocidos en el campo para obtener un estereoisémero dado o un enantiémero puro que
tenga una estereoconfiguracion deseada. Alternativamente, los isémeros deseados se pueden sintetizar directamente
mediante métodos conocidos en el campo.

En una realizacién preferida de la invencion, el ribofuranésido es un anillo de a-D, 5-D, a-L o B-L ribofuranosilo,
m4s preferible un anillo de 5-D o -L ribofuranosilo y, atin mas preferible un anillo de g-D ribofuranosilo.

La configuracion relativa preferida de los compuestos de esta invencion es la de la férmula I-a,

R'O
o_ _B

I
O'ln
.T"'l‘

en la que
R'! y B son las definidas anteriormente, y de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos de férmula I muestran tautomerismo (concepto descrito en los libros de texto de quimica orga-
nica, p. ej. en March J. Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure. 4th ed. John Wiley &
Sons; 1992); esto significa que los compuestos de esta invencidén pueden estar en forma de dos 0 mds compuestos
quimicos con capacidad de fécil interconversién. En muchos casos solamente significa el intercambio de un atomo de
hidrégeno entre otros dos &tomos, con cualquiera de los que forma un enlace covalente. Los compuestos tautoméricos
se encuentran en un equilibrio mévil entre ellos, por lo que cuando se pretende preparar las sustancias por separado
normalmente da lugar a la formacién de una mezcla que muestra todas las propiedades quimicas y fisicas esperables
en relacion a las estructuras de los componentes.

La clase mds comiin de tautomerismo es el que implica compuestos carbonilo o ceto y compuestos hidroxilo
insaturados o enoles. El cambio estructural es el intercambio de un dtomo de hidrégeno entre dtomos de carbono y
oxigeno, con la reorganizacién de enlaces.

Por ejemplo, en muchos aldehidos y cetonas alifaticos, como el acetaldehido, la forma ceto es la predominante;
en los fenoles, la forma enol es el componente principal. Un ejemplo de situacién intermedia seria el acetoacetato de
etilo, que a temperatura ambiente contiene cerca de un 92,4% de ceto y un 7,6% de enol; a -78°C la interconversion
de las dos formas es suficientemente lenta como para que se puedan aislar las sustancias individuales.

Se podré apreciar que dentro de la presente invencién los compuestos de férmula I aparecen en diversas formas
tautoméricas y que la presente invencion las engloba. Las formas tautoméricas preferidas se ilustran a continuacion:
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Los compuestos arriba ilustrados existen preferiblemente en la forma que aparece en primer lugar.

Los compuestos de férmula I que son bdsicos, pueden formar sales farmacéuticamente aceptables con dcidos
inorganicos como 4cidos halhidricos (p. ej.,acido clorhidrico y 4cido bromhidrico), acido sulftrico, dcido nitrico,
acido fosférico y similares, y con 4cidos orgdnicos (p. €j., con acido acético, acido tartdrico, acido succinico, acido
fumarico, 4cido maleico, 4cido salicilico, acido citrico, dcido metanosulfénico, 4cido p-tolueno sulfénico y simi-
lares). La formacién y el aislamiento de estas sales se puede llevar a cabo de acuerdo con métodos conocidos en
el campo. Los compuestos de férmula I que son dcidos pueden formar sales basicas farmacéuticamente aceptables
derivadas de bases apropiadas como metales alcalinos (p. ej. litio, sodio o potasio), metales alcalinotérreos (p. €j.,
calcio, magnesio), amonio 0 NX4+ (donde X es alquilo C1-4, preferiblemente metilo o etilo y mas preferiblemente
metilo).

Una realizacién preferida de la invencidn es la utilizacién de los compuestos de férmula I o I-a antes definidos, en
los que

R! es como se define anteriormente y B significa 1-pirimidinilo,
y de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
A continuacion se exponen en la Tabla 1 las realizaciones mds preferidas de los compuestos de férmula I para

la utilizacion en el tratamiento de enfermedades en las que interviene el virus de la hepatitis C (VHC) o para la
preparacion de un medicamento para ese tratamiento.
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TABLA 1
Ejemplo Estructura Nombre
1 NH2 2'-Desoxi-2"-fluarocitidina
B
HO F
2 NH A 9+ 2-Desoxi-2-fluoro- B- D-ribofuranosil)-2,6-diaminopurina
N” N
A D
HN™ N N
0
HO
HO F
3 o) 2-Desoxi-2-fluaroguanosing
HN ] N
PN
HN™ N7 N
O
HO
HO F
4 NH, sal de 2-Desoxi-2-fluorocitidina 5-0-trifosfato de
N mongalitio
g 9
0—P-0-P-0-P-0—y SN0
ON OH OH —kj
. HO F
Li

Meétodos de ensayo

La actividad de 2’-desoxi-2’-fluorocitidina se determiné mediante una adaptacién del método descrito por Loh-
mann et al. [Lohmann V, et al. Science. 1999;285:110-113].

Ensayo del Replicon del VHC

Se utiliz6 la linea celular que contiene el replicén del VHC para demostrar la capacidad de la 2’-desoxi-2’-fluo-
rocitidina de inhibir la replicacion de RNA del replicén del VHC en células. Dado que la replicaciéon del RNA del
replicén imita la replicacién del RNA de VHC en hepatocitos infectados, se piensa que estas pequefias moléculas que
presentan la propiedad antes mencionada son interesantes para su posterior desarrollo como farmacos anti-VHC.

La inhibicién de la replicacién de RNA del replicén de VHC conducird a un descenso del RNA de replicén en la
célula, que se puede medir utilizando un método que cuantifique de forma especifica este RNA.

El ensayo estd basado en la idea de utilizar un indicador como lectura simple del nivel intracelular de RNA de
replicén. Con este fin se introdujo el gen de la luciferasa de Renilla en el primer marco abierto de lectura de un
constructo de replicon NKS5.1 (Krieger et al. J Virol. 75:4614), inmediatamente después de la secuencia del sitio
interno de entrada al ribosoma (del inglés, IRES), y se fusiond con el gen de la neomicina fosfotransferasa (NPTII) a
través de un péptido 2A de autoescisién proveniente del virus de la fiebre aftosa (Ryan & Drew, EMBO. 13:928-933).
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Después de la transcripcion in vitro, el RNA se transfecté por electroporacién en células Huh7 de hepatoma humano,
y se aislaron y expandieron colonias resistentes a G418. Se demostré que la linea celular 2209-23 seleccionada de
forma estable contenfa RNA subgenémico replicativo de VHC, y la actividad de la luciferasa de Renilla expresada por
el replicon refleja su nivel de RNA en las células.

Para realizar el procedimiento del ensayo se dispusieron células con replicon de VHC y luciferasa de Renilla
(2209-23), cultivadas en MEM de Dulbecco (GibcoBRL, nim. de cat. 31966-021) con suero fetal bovino al 5% (SFB)
(GibcoBRL, nim. de cat. 10106-169), sobre placas de 96 pocillos a una concentracién de 5000 células por pocillo,
y se incubaron durante toda la noche. Veinticuatro horas més tarde se afiadieron diferentes diluciones de compuestos
quimica las células en el medio de cultivo, que a continuacién se siguieron incubando a 37°C durante tres dias. El
ensayo se llevé a cabo en duplicados de placas, una en blanco opaco y otro en transparente, con el fin de medir en
paralelo la actividad y citotoxicidad de un compuesto quimico asegurando de este modo que la actividad observada no
se debe a una reduccién de la proliferacién celular.

Al finalizar el tiempo de incubacidn, las células de la placa blanca se recogieron y se midi6 la actividad luciferasa
utilizando el sistema de ensayo con indicador Dual-Luciferase® (Promega, ndm. de cat. E1960). Todos los reactivos
descritos en el parrafo siguiente se incluyeron en el equipo del fabricante, y se siguieron las instrucciones del fabricante
para la preparacién de los reactivos. En resumen, las células, previamente a la incubacién a temperatura ambiente
durante 20 min, se lavaron dos veces con 200 ul de 1x tampoén de lisis pasiva. A cada pocillo se le afiadieron 100 ul
de reactivo LAR II. A continuacidn se inserté la placa en el luminémetro de microplacas LB96V (MicroLumatPlus,
Berthold), y el aparato inyecté 100 ul de reactivo Stop & Glo en cada pocillo midiendo la sefial con un programa de
medicién en 10 segundos con desfase de 2 s. La Cls, la concentracion del farmaco necesaria para reducir el nivel de
replicén en un 50% en relacion con el valor control de las células no tratadas, se puede calcular a partir del grafico de
la reduccién de porcentaje de la actividad luciferasa frente a la concentracién de farmaco.

Para el ensayo de citotoxicidad se utilizé el reactivo WST-1 de Roche Diagnostics (ndm. de cat. 1644807). A cada
pocillo, incluidos aquellos blancos que contenian exclusivamente medio de cultivo, se le afiadieron 10 ul de reactivo
WST-1. Entonces se incubaron las células durante 1 a 1,5 horas a 37°C y se midi6 el valor de DO en un lector de
placas de 96 pocillos a 450 nm (filtro de referencia a 650 nm9. De nuevo, se puede calcular la Cls,, la concentracién
del farmaco necesaria para reducir la proliferacion celular en un 50% en relacién al valor control de células no tratadas,
a partir del gréafico de la reduccién de porcentaje del valor de WST-1 frente a la concentracién de farmaco.

Ensayo de la polimerasa NS5B del VHC (ensayo de la proteina no estructural 5B de la RNA polimerasa dependiente
de RNA del Virus de la Hepatitis C)

Con la finalidad de establecer el mecanismo de accion de la 2’-desoxi-2’-fluorocitidina se midi6 la actividad de los
5’-O-trifosfatos frente a la enzima RNA polimerasa dependiente de RNA NS5B del VHC. Para este procedimiento se
utilizé la polimerasa NS5B completa con un marcador 6 histidina en el extremo C-terminal (Lohmann V, Herian U y
Bartenschlager R. J Virol. 1997;71(11):8416).

Las mezclas de reaccién con concentraciones finales de dcido N-2-hidroxietilpiperacina-N’-2-etanosulfénico (HE-
PES) 40 mM a pH 8,0, ditiotreitol (DTT) 4 mM, acetato de magnesio 4 mM, molde Poli(r]):Oligo(dC),s (0,1 mg:0,01
mg; hibridado calentando una mezcla de 5 ml de 0,1 g/ml de Poli(r]) y 5 ml de 10 mg/ml de Oligo(dC);s a 95°C
durante 5 min y enfriando a continuacién a 30°C durante 20 min) y [*H]-citidina 5’-trifosfato 500 mM ([*H]-CTP;
actividad especifica 740 GB g/mmol) (Amersham Pharmacia Biotech) en un volumen de 35 ul se incubaron con so-
Iuciones acuosas de 5 ul de nucledsido trifosfato y se dejaron durante 5 min a temperatura ambiente. Normalmente
se utilizaron diluciones de diez compuestos para cada determinacién de CIS0. Se afiadieron 10 ul de una solucién de
5 pg/ml de polimerasa NS5B de VHC y se incubd la mezcla durante 2 horas a 30°C. En cada ensayo se incluyeron
controles positivos sin ninglin compuesto y controles positivos sin ninguna enzima.

Las reacciones se terminaron mediante la adicién de 50 ul de 4cido tricloroacético al 20% (v/v) seguida de incu-
bacién a 4°C durante 30 minutos. Tras la filtracién, el lavado con porciones de 200 ul de dcido tricloroacético al 10%
(v/v) tres veces y con porciones de 200 ul de etanol al 70% (v/v) tres veces, y el secado, se cuantificé el producto de
reaccién mediante la adicion de 25 ul de céctel de centelleo (Ecoscint A adquirido de National Diagnostics) seguida
del recuento por centelleo.

La concentracién de compuesto (Cly) necesaria para reducir la incorporacién de [*'H]-CTP en un 50% en relacién
al control que no contiene ninglin compuesto se calculé a partir de un grafico de la respuesta radiactiva frente a la
concentracion de nucledsido trifosfato.

En el ensayo del Replicén de VHC los compuestos de las féormulas I presentan un margen de actividad que abarca
desde una Cls, de 0,01 aprox. hasta 100 uM aprox., siendo los compuestos preferidos aquellos cuyo margen de activi-
dad oscila entre 0,01 aprox. y 50 uM aprox., mds preferiblemente entre 0,01 aprox. y 30 uM aprox. y, especialmente
preferidos entre 0,01 aprox. y 15 uM aprox.
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Ensayo del Replicon del VHC

Estructura Nombre Cl 50 (0M)

NH, 2'-Desoxi-2"-fluorocitidina 0.74
C!
HOW)%

o,

HO F

NH,
QW)
H,‘,N/l\\N N)

0

9-(2-Desoxi-2-fluoro- 3-D-ribofuranosil)-2,6-diaminopurina 10

HO

o

>

HO F

0 2'-Desoxi-2"-fluoroguanasina 62%@20

Ensayo de la RNA polimerasa dependiente de RNA NS5B del VHC

NH, sal de 2'-desoxi-2-flucrocitidina 5'-0-trifosfato de monolitio 1.8

=N
? !

o‘—g-o—gvo-g-o on’go
OH OH OH b

5 ”

. HO F

Los datos arriba expuestos demuestran que los derivados de 2’-desoxi-2’fluoro nucledsidos de férmula I estdn
inhibiendo la replicacién subgendémica del virus de la hepatitis C en una linea celular de hepatoma. El modo de
accidn se ha confirmado mediante experimentos de inhibicién in vitro con polimerasa NS5B del VHC purificada y el
derivado 5°-O-trifosfato de 2’-desoxi-2’-fluorocitidina. Por lo tanto, los compuestos de férmula I tienen el potencial de
ser eficaces como farmacos antivirales para el tratamiento de infecciones del VHC en humanos, o son metabolizados
en compuestos que muestran esta actividad.

La administracién del compuesto activo (derivados de 2’-desoxi-2’-fluoro nucledsido) proporcionado por la pre-
sente invencion, asi como sus sales farmacéuticamente utilizables, se pueden usar como medicamentos en cualquier
tipo de formulacién farmacéutica; p. ej. oral, tpica, parenteral (o técnicas de inyeccion intrasternal o de infusién);
p. €j. en forma de soluciones inyectables o nasalmente; p. ej. en forma de vaporizadores nasales o vaporizadores
de inhalacién, en forma tdépica y similares, administracién intramuscular, intravenosa, subcutdnea, transdérmica (que
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puede incluir un agente potenciador de la penetracién del farmaco), bucal y en supositorios. La administracion puede
consistir en desde un goteo intravenoso continuo hasta varias dosis orales por dia (por ejemplo, cuatro veces al dia).
Ademads, la formulacién farmacéutica puede administrarse de forma entérica; tanto por via oral en forma, p. ej., de
comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas, cipsulas de gelatina dura o blanda, soluciones, emulsiones, jarabes
o suspensiones; o de forma rectal, p. €j. en forma de supositorios.

Para la fabricacién de preparaciones farmacéuticas, los derivados de 2’-desoxi-2’-fluoro nucleésido, asi como
sus sales farmacéuticamente aceptables, se pueden formular con un excipiente terapéuticamente inerte, inorgdnico u
organico para la producciéon de comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas, cdpsulas de gelatina dura o blanda,
soluciones, emulsiones o suspensiones.

A modo de ejemplo, se contempla la posibilidad de formular los compuestos de acuerdo con la presente inven-
cién mezclados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencién
pueden administrarse por via oral en forma de sales farmacéuticamente aceptables. Dado que los compuestos de la
presente invencion son en su mayor parte hidrosolubles, estos se pueden administrar por via intravenosa en solucién
salina fisiolégica (p. €j., tamponado a un pH de aprox. entre 7,2 y 7,5). Con esta finalidad es posible utilizar tampones
convencionales como fosfatos, bicarbonatos o citratos. Es evidente que un experto en la materia puede modificar las
formulaciones dentro de las directrices de la especificacion para obtener numerosas formulaciones para una via de
administracion en particular sin convertir las composiciones de la presente invencién en inestables o comprometer su
actividad terapéutica. En concreto, la modificacion de los presentes compuestos para convertirlos en més hidrosolubles
o mas solubles en otro vehiculo, por ejemplo, se puede conseguir facilmente mediante pequefias modificaciones (for-
mulacién de sal, esterificacion, etc.) que se encuentran perfectamente dentro de las técnicas habituales en el campo.
Lo mismo sucede con la modificacion de la via de administracién y el régimen de dosis de un compuesto en particular
para controlar la farmacocinética de los presentes compuestos y asi conseguir un efecto beneficioso maximo en los
pacientes.

En el caso de las formulaciones parenterales, el vehiculo normalmente consistird en agua estéril o solucién acuosa
de cloruro sédico, aunque se pueden tener en cuenta otros ingredientes, incluidos aquellos que facilitan la dispersion.
Es evidente que en los casos en que se deba utilizar agua estéril y se deba mantener esa condicion, las composiciones
y los vehiculos también deben esterilizarse. También es posible preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se
pueden utilizar los vehiculos liquidos, agentes de suspension o similares adecuados.

Los excipientes apropiados para comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas y cdpsulas de gelatina dura o
blanda son, por ejemplo, los siguientes: lactosa, almidén de maiz o derivados del mismo, talco y 4dcido estedrico o
sales del mismo.

Si se desea, los comprimidos o las cdpsulas pueden ser de recubrimiento entérico o de liberacion sostenida mediante
técnicas estandar.

Los excipientes adecuados para cdpsulas de gelatina blanda son, por ejemplo, aceites vegetales, ceras, grasas o
polioles semisélidos o liquidos.

Los excipientes adecuados para soluciones inyectables son, por ejemplo, agua, solucién salina, alcoholes, polioles,
glicerina o aceite vegetales.

Los excipientes adecuados para supositorios son, por ejemplo, aceites naturales e hidrogenados, ceras, grasas o
polioles semisélidos o liquidos.

Los excipientes adecuados para soluciones y jarabes de uso entérico son, por ejemplo, agua, polioles, sacarosa,
azucar invertido o glucosa.

Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencidn también se pueden proporcionar en forma de formula-
ciones de liberacién sostenida u otras formulaciones apropiadas.

Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener conservantes, solubilizantes, estabilizantes, agentes hu-
mectantes, emulsionantes, edulcorantes, colorantes, aromatizantes, sales para el ajuste de la presion osmética, tampo-
nes, agentes enmascarantes o antioxidantes.

Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener otros agentes terapéuticamente activos conocidos en el
campo.

La posologia puede variar seglin un gran margen y debe por supuesto ajustarse a las necesidades individuales en
cada caso particular. Para la administracién oral una dosis apropiada en monotratamiento o en tratamiento combinado
serfa una dosis diaria de entre unos 0,01 y unos 1000 mg/kg de peso corporal. Una dosis diaria preferida estd entre
unos 0,1 y unos 500 mg/kg de peso corporal, una mas preferida entre 0,1 y unos 100 mg/kg de peso corporal y la mas
preferida entre 1,0 y unos 100 mg/kg de peso corporal. Una preparacién habitual contiene desde un 5% a un 95% de
compuesto activo (p/p). La dosis diaria puede administrarse en una dosis tnica o en dosis fraccionadas, comtinmente
entre 1 y 5 dosis al dia.
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Debe entenderse que la referencia que aqui se hace al tratamiento son extensibles a la profilaxis y al tratamiento de
trastornos existentes, y que el tratamiento de animales incluye el tratamiento de humanos asi como de otros mamiferos.
Ademads, el término “tratamiento de una infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC)”, tal como aquf se utiliza,
incluye el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o un trastorno asociados a una infeccién por el virus de la
hepatitis C (VHC) o en los que éste interviene, o también los sintomas clinicos de los mismos.

Los compuestos de la presente invencion son ampliamente conocidos en el campo y se pueden preparar mediante
métodos conocidos, especialmente del modo que se describe a continuacién:

Ejemplo 1

La 2’-Desoxi-2’-fluorocitidina puede adquirirse de Sigma-Aldrich Company Ltd., Nim. de Cat. F8883, o prepara-
da mediante métodos conocidos, como por ejemplo a partir de 2,2’-O-anhidrocitidina del modo descrito por Mengel
R y Guschlbauer W. Angew Chemie Intl Ed. 1978;17:525.

Ejemplo 2

La 9-(2-Desoxi-2-fluoro-g-D-ribofuranosil)-2,6-diami-nopurina puede prepararse segin el método de Thomas HJ,
et al. Nucleosides and Nucleotides. 1994;13:309.

Ejemplo 3

La 2’-Desoxi-2’-fluoroguanosina puede prepararse segtin el método de Ross BS, et al. Nucleosides and Nucleoti-
des. 1997;16:1645.

Ejemplo 4

El derivado 5’-O-trifosfato de la 2’-desoxi-2’-fluorocitidina puede adquirirse en Trilink BioTechnologies Inc.,
Num. de Cat. N-1008-1, o prepararse mediante métodos conocidos como por ejemplo el descrito por Burgess K y
Cook D. Chemical Reviews. 2000;100:2047.

Slotin LA ha revisado en Synthesis. 1977;737, los métodos para la monofosforilacién de compuestos orgdnicos,
incluidos los nucledsidos. Mds recientemente se han descrito otros procedimientos de fosforilacién nucleosidica: Uchi-
yama M, et al. J Org Chem. 1993;58:373; Caputo R, et al. Synlett. 1997;739 y Taktakishvili M y Nair V. Tet Lett.
2000;41:7173. Otros procedimientos de monofosforilacién utiles para nucledsidos estan descritos por McKenna CE
y Schmidhauser J. J] Chem Soc, Chem Commun. 1979;739 y Stowell JK y Widlanski TS, Tet Lett. 1995;1825. La
sintesis de derivados di y trifosfato estd revisada en Scheit KH. Nucleotide Analogues. Wiley Interscience. 1980 y en
Burgess K y Cook D. Chemical Reviews. 2000;100:2047.

Los compuestos representados por la férmula I pueden prepararse siguiendo cualquiera de los métodos conocidos
en el campo para la preparacién de derivados similares de 2’-fluoronucledsidos. Véase, por ejemplo, Herdewijn P, et
al. Nucleosides and Nucleotides. 1989;8:65 o Hayakawa H, et al. Chem Pharm Bull. 1990;38:1136 y en particular
Mengel R y Guschlbauer W. Angew Chemie Intl Ed. 1978;17:525 o Thomas HJ, et al. Nucleosides and Nucleotides.
1994:13:309 o Ross BS, et al. Nucleosides and Nucleotides. 1997;16:1645.

Estos métodos pueden adaptarse para la sintesis de los estereoisémeros representados por la férmula I, por ejemplo
L-nucleésidos. La sintesis general de L-nucledsidos estd descrita (Wang P, et al. Antiviral Research. 1998;40:19;
Moyroud E y Strazewski P. Tetrahedron. 1999;55:1277). Es posible introducir un sustituyente 2’-fluoro mediante los
métodos descritos anteriormente para los andlogos de D-nucledsido correspondientes en las referencias comentadas.

En el caso de que la sintesis del compuesto de férmula I emplee una reacciéon de condensacién de una base pu-
rica o pirimidinica con un derivado de 2-fluoro-furanosa protegido de forma adecuada, como el descrito por Thomas
HIJ, et al. Nucleosides and Nucleotides. 1994;13:309, con frecuencia dard lugar a mezclas de derivados de nucled-
sidos anoméricos. Los nucledsidos o y 8 pueden separarse mediante técnicas estdndar bien conocidas como son la
recristalizacién, la cromatografia en columna, la cromatografia liquida de alta resolucion y la cromatografia fluida
supercritica.

A partir de las siguientes referencias es posible obtener informacién adicional sobre la preparacion de los com-
puestos de férmula I o I-a: WO 99/43691, WO 98/161184, Wagner CR, et al. Medicinal Research Reviews. 2000;20
(6):417 o Jones R y Bischofberger N. Antiviral Research. 1995;27:1).
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REIVINDICACIONES

1. La utilizacién de los compuestos de férmula I

15

en la que

R! es hidrégeno o fosfato y
B significa un residuo 1-pirimidinilo o 9-purinilo de férmulas B1, B2 o B3
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con la condicién de que si R' es hidrégeno, B no sea B3;
y de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para la fabricacién de un medicamento destinado al trata-
miento o la profilaxis de infecciones por el virus de la hepatitis C (VHC).
2. La utilizacién de compuestos como los descritos en la reivindicacién 1, en la que los compuestos son 8-D o 5-L

40
ribofurandsidos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
3. La utilizacién de los compuestos descritos en las reivindicaciones 1 o 2 de férmula I-a

45
R!
O B
I-a

50
HO F

55
en la que R' y B son los definidos en la reivindicacion 1,

y de la sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
60
4. La utilizacién de los compuestos de férmula I o I-a descritos en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en los

que
R! es como se ha definido anteriormente y B corresponde a 1-pirimidinilo,

65
y de sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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5. La utilizacién de un compuesto de féormula I o I-a descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, siendo el
compuesto

2’-desoxi-2’-fluorocitidina,
9-(2-desoxi-2-fluoro-3-D-ribofuranosil)2,6-diaminopurina,
2’-desoxi-2’-fluoroguanosina

o sal de 2’-desoxi-2’-fluorocitidina 5’-O-trifosfato de monolitio.

11
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