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DESCRIPCION
Intermedio para inhibidores nucleosidicos de VHC

La presente invencion proporciona compuestos nucleosidicos y ciertos derivados de los mismos que son inhibidores
de la ARN polimerasa virica dependiente de ARN. Estos compuestos son inhibidores de la replicacion virica de ARN
dependiente de ARN, y son (Utiles para el tratamiento de la infeccion virica de ARN dependiente de ARN. Son
particularmente Utiles como inhibidores de la NS5B polimerasa del virus de la hepatitis C (VHC), como inhibidores de
la replicacion del VHC, y para el tratamiento de la infeccién por hepatitis C.

La invencion se refiere a inhibidores nucleosidicos de la replicacion de ARN de replicones del VHC. En particular, la
invencién se refiere al uso de compuestos nucleosidicos de pirimidina como inhibidores de la replicacion de ARN
subgendmico del VHC, y a composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos.

El virus de la hepatitis C es la causa principal de enfermedad hepética crénica en todo el mundo. (Boyer, N. y col. J.
Hepatol. 2000 32:98-112). Los pacientes infectados con VHC tienen riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y el
posterior carcinoma hepatocelular, y por lo tanto el VHC es la indicacidon principal para trasplante hepatico.

El VHC se ha clasificado como un miembro de la familia de virus Flaviviridae que incluye los géneros flavivirus,
pestivirus y hepacivirus, que incluyen los virus de la hepatitis C (Rice, C. M., Flaviviridae: The viruses and their
replication, en: Fields Virology, Editors: Fields, B. N., Knipe, D. M., y Howley, P. M., Lippincott-Raven Publishers,
Philadelphia, Pa., Capitulo 30, 931-959, 1996). El VHC es un virus con cubierta que contiene un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo de aproximadamente 9,4 kb. El genoma virico consiste en una regiéon en 5’ no
traducida (UTR), un marco de lectura abierto largo que codifica un precursor poliproteico de aproximadamente 3011
aminoécidos, y una UTR de 3’ corta. La UTR de 5’ es la parte mas conservada del genoma del VHC, y es importante
para la iniciacion y control de la traduccion de poliproteinas.

El andlisis genético del VHC ha identificado seis genotipos principales que divergen en alrededor de 30% de la
secuencia de ADN. Se han distinguido mas de 30 subtipos. En los Estados Unidos, aproximadamente 70% de los
individuos infectados tienen infeccién de Tipo 1lay 1b. El Tipo 1b es el subtipo mas prevalente en Asia. (X. Forns y J.
Bukh, Clinics in Liver Disease 1999 3:693-716; J. Bukh y col., Semin. Liv. Dis. 1995 15:41-63). Desafortunadamente,
las infecciones de Tipo 1 son mas resistentes a la terapia que los genotipos de tipo 2 0 3 (N. N. Zein, Clin. Microbiol.
Rev., 2000 13:223-235).

Las proteinas estructurales viricas incluyen una proteina central de la nucleocapsida (C) y dos glucoproteinas de la
cubierta, E1 y E2. El VHC también codifica dos proteasas, una metaloproteinasa dependiente de cinc, codificada por
la regiobn NS2-NS3, y una serina proteasa codificada en la region NS3. Estas proteasas son necesarias para la
escision de regiones especificas de la poliproteina precursora en péptidos maduros. La mitad carboxilica de la
proteina 5 no estructural, NS5B, contiene la ARN polimerasa dependiente de ARN. La funcién de las demas
proteinas no estructurales, NS4A y NS4B, y la de NS5A (la mitad amino-terminal de la proteina 5 no estructural)
sigue sin conocerse. Se cree que la mayoria de las proteinas no estructurales codificadas por el genoma de ARN del
VHC estan implicadas en la replicacion del ARN.

Actualmente hay un namero limitado de terapias aprobadas disponibles para el tratamiento de la infeccion por VHC.
Se han revisado enfoques terapéuticos nuevos y existentes para tratar VHC y la inhibicion de la polimerasa NS5B de
VHC: R. G. Gish, Sem. Liver. Dis., 1999 19:5; Di Besceglie, A. M. y Bacon, B. R., Scientific American, October: 1999
80-85; G. Lake-Bakaar, Current and Future Therapy for Chronic Hepatitis C Virus Liver Disease, Curr. Drug Targ.
Infect Dis. 2003 3(3):247-253; P. Hoffmann y col., Recent patents on experimental therapy for hepatitis C virus
infection (1999-2002), Exp. Opin. Ther. Patents 2003 13(11 ):1707-1723; M. P. Walker y col., Promising Candidates
for the treatment of chronic hepatitis C, Exp. Opin. investing. Drugs 2003 12(8):1269-1280; S.-L. Tan y col., Hepatitis
C Therapeutics: Current Status and Emerging Strategies, Nature Rev. Drug Discov. 2002 1:867-881.
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1b: R = C(=NH*)NH,

La ribavirina (1a; amida del &cido 1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-[1,2,4]triazol-
3-carboxiiico; Virazol) es un analogo de nucledsido antiviral de amplio espectro, sintético, no inductor de interferén.
La ribavirina tiene actividad in vitro contra varios virus de ADN y ARN, incluyendo Flaviviridae (Gary L. Dauvis,
Gastroenterology 2000 118:S104-S114). En monoterapia, la ribavirina reduce los niveles de aminotransferasa en
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suero a los normales en el 40% de los pacientes, pero no reduce los niveles en suero de ARN de VHC. La ribavirina
también presenta una toxicidad significativa, y se sabe que induce anemia. La viramidina 1b es un profarmaco que
se convierte en 1a en hepatocitos.

Los interferones (IFN) han estado disponibles para el tratamiento de hepatitis cronica desde hace casi una década.
Los IFN son glicoproteinas producidas por células inmunes en respuesta a una infeccion viral. Se reconocen dos
tipos distintos de interferones: el Tipo 1 incluye varios interferones a y un interferén B, el tipo 2 incluye interferon y.
Los interferones del Tipo 1 se producen principalmente por células infectadas, y protegen a las células vecinas de la
infeccion de novo. Los IFN inhiben la replicacion viral de muchos virus, incluyendo VHC, y cuando se usa como
Unico tratamiento para la infeccién por hepatitis C, el IFN suprime el ARN de VHC en suero hasta niveles
indetectables. Ademds, el IFN normaliza los niveles en suero de aminotransferasa. Desafortunadamente, los efectos
del IFN son temporales. El cese de la terapia da como resultado una tasa de recaida del 70%, y Unicamente un 10-
15% presenta una respuesta virolégica sostenida con niveles normales en suero de alanina transferasa (L.-B. Davis,
mas arriba).

Una limitacion de la terapia temprana con IFN era la rapida eliminacion de la proteina de la sangre. La derivatizacion
quimica del IFN con polietilenglicol (PEG) ha dado como resultado proteinas con propiedades farmacocinéticas
sustancialmente mejoradas. PEGASYS® es un conjugado de interferén a-2a y un mono-metoxi PEG ramificado de
40 kD, y PEG-INTRON® es un conjugado de interferon o-2b y un mono-metoxi PEG de 12 kD. (B. A. Luxon y col.,
Clin. Therap. 2002 24(9):13631383; A. Kozlowski y J. M. Harris, J. Control. Release, 2001 72:217-224).

La terapia de combinacion de VHC con ribavirina e interferén-o. actualmente representa la terapia optima. La
combinacion de ribavirina y PEG-IFN (infra) da como resultado una respuesta viral sostenida en el 54-56% de los
pacientes. La TSP (tasa de supervivencia) se aproxima al 80% para el VHC de tipo 2 y 3. (Walker, mas arriba)
Desafortunadamente, la combinacion también produce efectos secundarios que representan desafios clinicos. La
depresion, los sintomas de tipo gripe y las reacciones cutaneas estan asociados con IFN-a subcutaneo, y la anemia
hemolitica esta asociada con el tratamiento sostenido con ribavirina.

Ahora se han identificado varias dianas moleculares potenciales para el desarrollo de farmacos como productos
terapéuticos anti-VHC, incluyendo, pero sin limitacion, la autoproteasa NS2-NS3, la proteasa N3, la helicasa N3 y la
polimerasa NS5B. La ARN polimerasa dependiente de ARN es absolutamente esencial para la replicacion del
genoma de ARN, de sentido positivo, monocatenario. Esta enzima ha suscitado un interés significativo entre los
guimicos farmacéuticos.

Se conocen tanto inhibidores nucleosidicos como no nucleosidicos de NS5B.

Los inhibidores nucleosidicos pueden actuar como un terminador de la cadena o como un inhibidor competitivo que
interfiere con la unién de nucledtidos a la polimerasa. Para funcionar como un terminador de la cadena, el analogo
de nucledsido debe ser captado por la célula y convertirse in vivo en un trifosfato para competir por el sitio de union
del nucleétido de la polimerasa. Esta conversion en el trifosfato estd mediada normalmente por cinasas celulares
que imparten requisitos estructurales adicionales a un posible inhibidor nucleosidico de polimerasa. Ademas, esto
limita la evaluacién directa de nucledsidos como inhibidores de la replicacion de VHC en ensayos basados en
células con capacidad de fosforilacion in situ.

En el documento WO 01 90121, publicado el 29 de noviembre de 2001, J.-P. Sommadossi y P. Lacolla describen y
ejemplifican la actividad anti-polimerasa de VHC de 1'-alquil- y 2’-alquil nucle6sidos de férmulas 2 y 3. En el
documento WO 01/92282, publicado el 6 de diciembre de 2001, J.-P. Sommadossi y P. Lacolla describen y
ejemplifican el tratamiento de Flavivirus y Pestivirus con 1'-alquil- y 2’-alquil nucledsidos de férmulas 2 y 3. En los
documentos WO 03/026675 y WO 03/026589, ambos publicados el 3 de abril de 2003, G. Gosselin y col. describen
4’-alquil nucleésidos 4 y métodos para usar 4’-alquil nucledsidos para tratar Flavivirus y Pestivirus. En los
documentos WO 2004003000 y WO 2004002999, ambos publicados el 8 de enero de 2004, J-P. Sommadossi y col.
describen profarmacos de B-D y B-L nucletsidos 1'-, 2'-, 3'- y 4’-sustituidos. En el documento WO 04/002422,
publicado el 8 de enero de 2004, J-P. Sommadossi y col. describen el éster de 3'-O-L-valina de 2'-C-metil-
ribofuranosil citidina y su uso en el tratamiento del VHC.

Idenix ha presentado ensayos clinicos para un compuesto relacionado, NM283, que es el éster de valina 5 del
analogo de citidina 2 (B = citosina). Ademas, Idenix Pharmaceuticals, Ltd. también describe en el documento WO
04/046331 mutaciones de Flaviviridae causadas por B-D o B-L nucledsidos 2'-ramificados biolégicamente activos, o
una sal farmacéuticamente aceptable o profarmaco de los mismos.
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B= adenina, timidina, uracilo, citidina, guanina e hipoxantina

En el documento WO 02/057425, publicado el 25 de julio de 2002, S. S. Carroll y col. describen inhibidores
nucleosidicos de ARN polimerasa dependiente de ARN en los que la subunidad de carbohidrato estad modificada
guimicamente. En el documento WO 02/05787, publicado el 25 de julio de 2002, S. S. Carroll y col. describen
derivados de 2a-metil y 2B-metilribosa relacionados en los que la base es un radical de 7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina
opcionalmente sustituido 6. La misma solicitud desvela un ejemplo de un 3p-metil nucledsido. S. S. Carroll y col. (J.
Biol. Chem. 2003 278(14):11979-11984) describen la inhibicion de la polimerasa de VHC por 2’-O-metilcitidina (6a).
En la publicacién U.S. n°® 2004/0259934, publicada el 23 de diciembre de 2004, D. B. Olsen y col. describen
procedimientos para inhibir la replicacién viral de Coronaviridae y para tratar la infeccion viral por Coronaviridae con
compuestos nucleosidicos.

HO OH HO OMe

En el documento WO 02/100415, publicado el 19 de diciembre de 2002 (documento US 2003/0236216 Al), R. R.
Devos y col. describen compuestos nucleosidicos 4’-sustituidos que presentan actividad contra el VHC. Los cuatro
compuestos identificados explicitamente incluyen el compuesto 4’-azido 7a, el compuesto 4’-etinilo 7b, el compuesto
4’-etoxi 7c, y el compuesto 4’-acetilo 7d. Las modificaciones en el resto de ribosa ejemplificadas incluyen el derivado
de 2’-desoxi 8a, el derivado de 3’-desoxi 8b, el derivado de 3’-metoxi 8e, el derivado de 3'-fluoro 8c y el derivado de
2',2'-difluoro 8d. En el documento WO 2004/046159, publicado el 3 de junio de 2004 (documento US 2004121980),
J. A. Martin y col. describen profarmacos de 7a utiles para tratar enfermedades mediadas por VHC. Ambas
solicitudes US se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

l-l2 H,
HO 7 N 4
0 N‘( H N—{’
R\.‘i 0 Ni‘”‘ ) (0]
N E ENR
HO OH R BB
7a:R=Ns 8a: R'=0H,R?=R*=R*=H
7b: R = etinilo 8b: R3=0OH,R!=R2=R*=H
e RO 8c: R*=OH,R?=F,R!=R¢=H
T 8d: R'=R2=H,R*=R*=F
7d: R = C(=0O)Me &: Rl = OMC, R3 = OH, R2 = R4 = H

La Solicitud de Estados Unidos con n® de Serie 10/167.106, presentada el 11 de junio de 2002 titulada “4'-
Substituted Nucleoside Derivatives as Inhibitors of HCV RNA Replication (“Derivados Nudeosidicos 4’-Sustituidos
como Inhibidores de la Replicacion de ARN de VHC”) y la Solicitud U.S. n°® 10/717.260, presentada el 19 de
noviembre de 2003, describen compuestos relacionados con la presente invencién. Ambas solicitudes se incorporan
aqui como referencia en su totalidad.
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Y.-H. Yun y col. (Arch. Pharm. Res. 1985 18(5):364-35) describen la sintesis y actividad antiviral de 4'-azido-2'-
desoxi-2'-fluoro-arabinofuranosil nucledsidos (9: R = H, Me y ClI).

2 R Hz
H -E H H
0. o s o
N,C
3 3
HO F HC HO
9 10 1

B = adenina, uracilo, timina

G. S. Jeon y V. Nair (Tetrahedron 1996 52(39):12643-50) describen la sintesis de 4’-azidometil-2',3'-
desoxirribonucledsidos 10 (B = adenina, timina y uracilo) como inhibidores de la transcriptasa inversa de VIH.

Se han presentado varios estudios computacionales de 4’-azidonucleosidos: D, Galisteo y col., J. Mol. Struct. 1996
384(1 ):25-33; J. Pepe y col., Eur. J. Med. Chem. 1996 32(10):775-786; E. Estrada y col., In silico studies toward the
discovery of New Anti HIV Nucleoside, J. Chem. Info. Comp. Sci. 2002 42(5):1194-1203.

I. Sugimoto y col. describié la sintesis y el bioensayo en VIH y H. simplex de 4'-etinil-2’-desoxicitidina (11) y otros
sustituyentes de dos carbonos en la posicion 4’ (Nucleosides and Nucleotides. 183. Synthesis of 4’ (B-Branched
Thymidines as a New Type of Antiviral Agent, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999 9:385-88). T. Wada y col. (Nucleosides
& Nucleotides 1996 15(1-3):287-304) describen la sintesis y actividad anti-VIH de 4’-C-metil nucledsidos.

En el documento WO 01/32153, publicado el 10 de mayo de 2001, R. Storer describe métodos para tratar o prevenir
la infeccién por virus Flaviviridae mediante la administracion de anélogos de nucledsidos de dioxolano.

En el documento WO 02/18404, publicado el 7 de marzo de 2002, R. Devos y col. describen derivados de
nucledsidos de purina y pirimidina nuevos y conocidos, y su uso como inhibidores de la replicacion de VHC
subgendémico, y composiciones farmacéuticas que contienen dichos derivados de nucledsidos. Los compuestos
descritos consisten en nucledsidos con bases de purina y pirimidina sustituidas.

La Publicacion EPA n° 0 352 248 describe un amplio género de nucledsidos de L-ribofuranosil purina para el
tratamiento de VIH, herpes y hepatitis. Se encuentra una memoria descriptiva similar en el documento WO
88/09001, presentado por Aktiebolaget Astra.

K. Kitano y col. (Tetrahedron 1997 53(39):13315-13322) describen la sintesis de 4'-fluorometil 2-desoxi-D-eritro-,
ribo- y arabino-pentofuranosil citosinas y la actividad antineoplasica.

Los inhibidores alostéricos no nudeosidicos de la transcriptasa inversa de VIH han resultado ser productos
terapéuticos eficaces solos y en combinacion con inhibidores nudeosidicos y con inhibidores de proteasa. Se han
descrito varias clases de inhibidores de NS5B de VHC no nudeosidicos, y actualmente estan en diversas fases de
desarrollo, incluyendo: bencimidazoles (H. Hashimoto y col., documento WO 01/47833, H. Hashimoto y col.,
documento WO 03/000254, P. L. Beaulieu y col., documento WO 03/020240 A2; P. L. Beaulieu y col., documento US
6.448.281 B1; P. L. Beaulieu y col., documento WO 03/007945 Al); indoles, (P. L. Beaulieu y col., documento WO
03/0010141 A2); benzotiadiazinas, por ejemplo, 1, (D. Dhanak y col. documento WO 01/85172 A1, presentado con
fecha 10/5/2001; D. Chai y col., documento WO 2002098424, presentado con fecha 7/6/2002, D. Dhanak y col.,
documento WO 03/037262 A2, presentado con fecha 28/10/2002; K. J. Duffy y col., documento WO 03/099801 Al,
presentado con fecha 23/5/2003, M. G. Darcy y col., documento WO 2003059356, presentado con fecha 28/10/2002;
D. Chai y col., documento WO 2004052312, presentado con fecha 24/6/2004, D. Chai y col., documento WO
2004052313, presentado 13/12/2003; D. M. Fitch y col., documento WO 2004058150, presentado con fecha
11/12/2003; D. K. Hutchinson y col., documento WO 2005019191, presentado con fecha 19/8/2004; J. K. Pratt y col.,
documento WO 2004/041818 A1, presentado con fecha 31/10/2003);
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tiofenos, por ejemplo, 2, (C. K. Chan y col., documento WO 02/100851 A2); benzotiofenos (D. C. Young y T. R.
Bailey, documento WO 00/18231); B-cetopiruvatos (S. Attamura y col., documento US 6.492.423 B1, A. Attamura y
col., documento WO 00/06529); pirimidinas (C. Gardelli y col., documento WO 02/06246 Al); pirimidinadionas (T. R.
Bailey y D. C. Young, documento WO 00/13708); triazinas (K.-H. Chung y col., documento WO 02/079187 Al);
derivados de rodamina (T. R. Bailey y D. C. Young, documento WO 00/10573, J. C. Jean y col., documento WO
01/77091 A2); 2,4-dioxopiranos (R. A. Love y col., documento EP 256628 A2); derivados de fenilalanina (M. Wang y
col., J. Biol. Chem. 2003 278:2489-2495). Se han descrito tiazinas que inhiben la NS5B de VHC por J. F. Blake y col.
en la Publicacién U.S. n® 20060040927, presentada el 22 de agosto de 2005.

También se han descrito inhibidores de la proteasa de VHC necesaria para la replicacion viral (F. McPhee y col.,
Drugs of the Future 2003 28(5):465-488; Y. S. Tsantrizos y col., Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 2003 42(12):1356-
1360). Un compuesto nucleosidico de la presente invencion puede usarse en combinacién con estos y otros
inhibidores de polimerasa y proteasa.

Se ha revisado el resultado de estos esfuerzos (J. Z. Chen y Z. Hong, Targeting NS5B RNA-Dependent RNA
Polymerase for Anti-HCV Chemotherapy, Curr. Drug Targ. Inf. Dis. 2003 3(3):207-219). Los inhibidores no
nucleosidicos no estan relacionados con la presente invencion.

El objeto de la presente invencidon es proporcionar nuevos compuestos nucleosidicos, métodos y composiciones
para el tratamiento de un hospedante infectado por el virus de la hepatitis C.

Actualmente no hay ningun tratamiento preventivo del virus de la hepatitis C (VHC), y las terapias aprobadas
actualmente, que existen sélo contra VHC, son limitadas. Es esencial el disefio y desarrollo de nuevos compuestos
farmacéuticos.

Sorprendentemente, la 2’-desoxi-2'--metil-4’-azido-citidina o ésteres de la misma son Utiles para tratar VHC, y
presentan menor toxicidad después de la administracibn a un hospedante. La presente invencion también
proporciona composiciones farmacéuticas del compuesto y al menos un vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

La terapia de combinacién ha resultado Gtil para el tratamiento de enfermedades virales y nuevos compuestos
sinérgicos con otros productos terapéuticos para VHC aprobados y de investigacion, y la presente invencion
proporciona el tratamiento de VHC con nucleésidos de la formula general desvelada anteriormente, o una sal
farmacéuticamente aceptable, en combinacién o alternativamente con uno o mas agentes antivirales eficaces o
inmunomoduladores, incluyendo opcionalmente al menos un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

1

HR
R’0 0 e
o N (D
N3
RO Me

Se describe aqui un nucletsido de acuerdo segun la formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y
el uso de tales compuestos para el tratamiento de un hospedante infectado con VHC, en la que:

R!, R? y R® se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, COR*, C(=O)OR* y
C(=0)CHR°NHR®;

R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en (a) alquilo de Ci.1g ramificado o no ramificado, (b)
haloalquilo de Cy.1s, (c) cicloalquilo de Cs., (d) heteroalquilo de Ci.10, y () fenilo, estando dicho fenilo opcionalmente
sustituido con uno a tres grupos seleccionados independientemente de alquilo de Cj.3, alcoxi de Ci.3, halégeno,
ciano o nitro;

R es hidrégeno, alquilo de C;.19, fenilo o fenilalquilo de C;.3, estando dicho fenilo opcionalmente sustituido con uno a
tres grupos seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, hidroxi, alcoxi de Ci.3, alquilo de
Ci.3, Ciano y nitro;

R®es hidrégeno o alcoxi de Ci6; 0
sales de adicion de acidos del mismo.

Se describe aqui el uso de acuerdo con la formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en
combinacién con otro agente o agentes antivirales eficaces, e incluyendo opcionalmente al menos un vehiculo,
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excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable para el tratamiento de la infeccién por VHC, en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento o profilaxis de VHC en un hospedante.

Sin desear estar ligados a teoria alguna, se cree que los compuestos descritos se fosforilan en serie en células
humanas por cinasas dando el 5’-O-monofosfato, 5'-O-difosfato y finalmente el 5’-O-trifosfato que es el metabolito
antiviralmente activo. Se describen aqui también estas especies 5-O fosforiladas, es decir, compuestos de la
férmula | en la que R! y R® son H y R? es un éster de monofosfato, difosfato o trifosfato.

La actividad antiviral de un inhibidor nucleosidico tipicamente es el resultado combinado de la captacion del
nucledsido en las células hospedantes, la conversion del nucledsido en el trifosfato activo, la estabilidad intracelular
del trifosfato, y la capacidad del trifosfato de interferir con la actividad de sintesis de ARN de la polimerasa viral.
Como se presenta en los ejemplos biolégicos mas adelante, los compuestos descritos se fosforilan facilmente in vivo
hasta el trifosfato activo, y tienen una larga semivida de trifosfato intracelular, permitiendo de esa manera
concentraciones altas y sostenidas de las especies antiviralmente activas.

También se describe aqui un compuesto de acuerdo con la formula | en la que R*, R?, R®, R*, R* y R® son como se
han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La expresion “como se han
definido aqui anteriormente” se refiere a la definicion mas amplia para cada grupo como se proporciona en la
definicion de la formula | dada anteriormente. En otras realizaciones que se proporcionan a continuacion, los
sustituyentes presentes en cada realizacion que no se definen explicitamente conservan la definicion mas amplia
que se proporciona en el Sumario de la descripcion.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en la que
R, R? y R® son hidrégeno; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion, se proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R! y R® son H y R? es un
éster de monofosfato, difosfato o trifosfato.

En aun otra realizacion de la presente descripcién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en la
que cada uno de R', R’ y R® es independientemente hidrégeno, COR* o C(=0)OR*, y R* es como se ha descrito
anteriormente en el presente documento; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En todavia otra realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en
la que cada uno de R, R? y R® es independientemente hidrégeno, COR* o C(=O)OR*, y R* es alquilo de Ci.10 sin
ramificar o ramificado, tal como alquilo inferior, especialmente metilo, etilo, i-propilo o t-butilo; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En todavia otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en
la que R es hidrégeno; R? y R® son COR*, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En todavia otra realizacién de la presente descripcién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en
la que R es hidrégeno; R? y R® son COR*, y R* es alquilo de Cy.10 sin ramificar o ramificado, tal como alquilo inferior,
especialmente metilo, etilo, i-propilo o t-butilo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Cuando un
compuesto comprende dos restos R*, son tipicamente iguales, para mayor comodidad de sintesis.

En todavia otra realizacion de la ?resente descripcién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en
la que R' y R® son hidrégeno; R es COR*, C(=0)OR* o COCH(R*)NHR?; y R*, R° y R® son como se han definido
aqui anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En todavia otra realizacién de la g)resente descripcioén, se proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula | en
la que R* y R? son hidrégeno; R* es COR*, C(=0)OR* o COCH(R*)NHR?; y R*, R® y R® son como se han definido
aqui anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la Bresente descripcién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que
R? es COCH(R®)NHR®, R® es iso-propilo, iso-butilo o sec-butilo, y R® es hidrégeno. En una disposicion preferida de
esta realizacion, la configuracion estérica del grupo R® es (S), es decir, R? es un resto de L-aminoacido alifatico. R*
en esta realizacion es tipicamente H, mientras que R® es H o COCH(R*)NHR®, R® es iso-propilo, iso-butilo o sec-
butilo, y R® es hidrégeno. Cuando un compuesto tiene dos de dichos restos COCH(RS)NHR , son tipicamente el
mismo amino&cido para mayor comodidad de sintesis.

En otra realizacion de la Eresente descripcién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la formula | en la que
R® es COCH(R®)NHR®, R® es iso-propilo, iso-butilo o sec-butilo, y R® es hidrégeno. En una disposicién preferida de
esta realizacion, la configuracion estérica del grupo R® es (S), es decir, R® es un resto de L-aminoéacido alifatico. R*
en esta realizacion es tipicamente H.

En todavia otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula | en
la que R' y R® son hidrégeno; R? es COR* y R* es como se ha definido aqui anteriormente; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
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En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un compuesto de acuerdo con la féormula | en la que
R' y R® son hidrégeno; R? es COR* y R* es alquilo de Cy.10 sin ramificar o ramificado, tal como alquilo inferior,
especialmente metilo, etilo, i-propilo o t-butilo; 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende administrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R, R?, R®, R*, R° y R® son como se
han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende administrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la formula | en la que R!, R? y R® son hidrégeno, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende administrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la féormula | en la que R'es hidrégeno; R® y R® son cada
uno COR*, R* se selecciona del grupo que consiste en alquilo inferior de Ci.10 sin ramificar o ramificado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende administrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R* y R® son hidrégeno; R? es COR?
0 COCH(R®)NHR®; y R* se selecciona del grupo que consiste en alquilo inferior de Cy.10 sin ramificar o ramificado; R®
y R® son como se han definido aqui anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende administrar a un mamifero que lo necesite, una dosis entre 1 y 100

. . P 1 2 3 4
mg/kg de peso corporal del paciente por dia de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R*, R, R", R",

R°y R® son como se han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende coadministrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la formula | en la que R, R?, R®, R*, R® y R® son como se
han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y al menos un modulador del
sistema inmune y/o al menos un agente antiviral que inhibe la replicacion del VHC.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende coadministrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la formula | en la que R, R?, R®, R*, R® y R® son como se
han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y al menos un modulador del
sistema inmune seleccionado de interferdn, interleucina, factor de necrosis tumoral o factor estimulante de colonias.
Un experto en la técnica médica sera consciente de que estas moléculas del sistema inmune pueden estar en su
forma natural o pueden modificarse quimicamente para conferir propiedades farmacocinéticas beneficiosas.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende coadministrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R, R?, R®, R*, R° y R® son como se
han definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un interferén o interferon
derivatizado quimicamente.

En otra realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende coadministrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R, R?, R?, R?, R® son como se han
definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y al menos algin otro agente
antiviral.

En otra realizacién de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una enfermedad mediada por el
virus de la hepatitis C (VHC), que comprende coadministrar a un mamifero que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la formula | en la que R, R? R® R?, R® son como se han
definido aqui anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y al menos algun otro inhibidor de
proteasa de VHC, otro inhibidor nucleosidico de polimerasa de VHC, un inhibidor no nucleosidico de polimerasa de
VHC, un inhibidor de helicasa de VHC, un inhibidor de primasa de VHC o un inhibidor de la fusién de VHC.

En una realizacion de la presente descripcion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la férmula | en la que R, R?, R®, R*, Ry R® son
como se han definido aqui anteriormente; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, mezclada con al
menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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En otra realizacion de la presente descripcién, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
comprimido obtenido por compresion, de 500-1500 mg, que contiene 35-75% en peso de un compuesto de acuerdo
con la férmula | en la que RY, R?% R® R* R°y R® son como se han definido aqui anteriormente; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, comprendiendo el resto al menos un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
comprimido obtenido por compresiéon, de 500-1500 mg, que contiene 40-60% en peso de un compuesto de acuerdo
con la féormula | en la que R, R? R® R* R®y R® son como se han definido aqui anteriormente; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, comprendiendo el resto al menos un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La expresién “una” entidad, como se usa en el presente documento, se refiere a una 0 mas de esa entidad; por
ejemplo, un compuesto se refiere a uno 0 mas compuestos, 0 al menos a un compuesto. Como tales, los términos
“un” (o “uno”), “uno 0 mas” y “al menos uno” pueden usarse de forma intercambiable en el presente documento.

La frase “como se ha definido aqui anteriormente” se refiere a la primera definicion para cada grupo como se ha
proporcionado en la definicion de la férmula I.

Los términos “opcional” u “opcionalmente”, como se usan en el presente documento, significan que un
acontecimiento o circunstancia descrita puede ocurrir 0 no, y que la descripcién incluye casos en los que se produce
dicho acontecimiento o circunstancia y casos en los que no. Por ejemplo, “fenilo opcionalmente sustituido” significa
que el fenilo puede estar o puede no estar sustituido, y que la descripcion incluye tanto fenilo sin sustituir como fenilo
en el que hay sustitucion.

Los compuestos de la presente descripcion pueden tener centros asimétricos localizados en la cadena lateral de un
resto de éster carboxilico, amida o carbonato que producen diasteredmeros cuando se unen al nucleésido. Se
contemplan todos los estereoisémeros de una cadena lateral de los compuestos de la presente invencion, tanto
mezclados como en forma pura o sustancialmente pura. La definicion de los compuestos de acuerdo con la
descripcién abarca tanto enantiomeros de isdOmeros Opticos aislados como sus mezclas, incluyendo la forma
racémica. El isomero 6ptico puro puede prepararse por sintesis estereoespecifica a partir de a-D-ribosa, o la forma
racémica puede resolverse por métodos fisicos, tales como, por ejemplo, cristalizacion fraccionada, separacién o
cristalizacién de derivados diastereoméricos o separacion por cromatografia en columna quiral. Los isdmeros épticos
individuales pueden obtenerse a partir de los racematos por métodos convencionales, tales como, por ejemplo,
formacion de sal con un acido épticamente activo, seguido de cristalizacion.

El término “alquilo”, como se usa en el presente documento, indica un resto de hidrocarburo de cadena sin ramificar
o ramificada, que contiene 1 a 18 4tomos de carbono. La expresion “alquilo inferior” indica un resto de hidrocarburo
de cadena sin ramificar o ramificada, que contiene 1 a 6 atomos de carbono. Los grupos alquilo inferior
representativos incluyen metilo, etilo, propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo, t-butilo o pentilo.

Cuando el término “alquilo” se usa como un sufijo a continuacion de otro término, como en “fenilalquilo” o
“hidroxialquilo,” se pretende que haga referencia a un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, que esta
sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del otro grupo nombrado especificamente. De este modo, por
ejemplo, “fenilalquilo” se refiere a un grupo alquilo que tiene uno a dos sustituyentes fenilo, y de este modo incluye
bencilo, feniletilo y bifenilo. Un “alquilaminoalquilo” es un grupo alquilo que tiene uno a dos sustituyentes alquilamino.

El término “haloalquilo”, como se usa en el presente documento, indica un grupo alquilo de cadena sin ramificar o
ramificada como se ha definido anteriormente, en el que 1, 2, 3 o mas atomos de hidrégeno estan sustituidos por un
halégeno. Son ejemplos 1-fluorometilo, 1-clorometilo, 1-bromometilo, 1-yodometilo, trifluorometilo, triclorometilo,
tribromometilo, triyodometilo, 1-fluoroetilo, 1-cloroetilo, 1-bromoetilo, 1-yodoetilo, 2-fluoroetilo, 2-cloroetilo, 2-
bromoetilo, 2-yodoetilo, 2,2-dicloroetilo, 3-bromopropilo o 2,2,2-trifluoroetilo.

El término “cicloalquilo”, como se usa en el presente documento, indica un anillo carbociclico saturado que contiene
3 a 8 atomos de carbono, es decir, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo o ciclooctilo.

El término “cicloalquilalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere al radical R'R"™-, en el que R’ es un
radical cicloalquilo como se define en el presente documento, y R” es un radical alquileno como se define en el
presente documento, entendiendo que el punto de unidn del resto cicloalquilalquilo estara en el radical alquileno. Los
ejemplos de radicales cicloalquilalquilo incluyen, pero sin limitacion, ciclopropilmetilo, ciclohexilmetilo, ciclopentiletilo.
Cicloalquil Cs.7-alquilo C;.3 se refiere al radical R'R” en el que R’ es cicloalquilo de Cz7 y R” es alquileno de Ci3
como se define el presente documento.

El término “alquileno”, como se usa en el presente documento, indica un radical hidrocarburo lineal saturado
divalente de 1 a 8 atomos de carbono, o un radical hidrocarburo divalente saturado ramificado de 3 a 8 atomos de
carbono, a menos que se indique de otro modo. Los ejemplos de radicales alquileno incluyen, pero sin limitacion,
metileno, etileno, propileno, 2-metil-propileno, butileno, 2-etilbutileno.
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El término “alquenilo”, como se usa en el presente documento, indica un radical de cadena de hidrocarburo sin
sustituir [o sustituido] que tiene de 2 a 18 atomos de carbono, preferentemente de 2 a 4 atomos de carbono, y que
tiene uno o dos dobles enlaces olefinicos, preferentemente un doble enlace olefinico. Son ejemplos vinilo, 1-
propenilo, 2-propenilo (alilo) o 2-butenilo (crotilo).

El término “alquinilo”, como se usa en el presente documento, indica un radical de cadena de hidrocarburo sin
sustituir que tiene de 2 a 18 atomos de carbono, [preferentemente de 2 a 4 atomos de carbono], y que tiene uno, o
cuando sea posible dos, triples enlaces [preferentemente un triple enlace]. Son ejemplos etinilo, 1-propinilo, 2-
propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo o 3-butinilo.

El término “alcoxi”, como se usa en el presente documento, indica un grupo alquiloxi sin sustituir de cadena sin
ramificar o ramificada en el que la parte “alquilo” es como se ha definido anteriormente, tal como metoxi, etoxi, n-
propiloxi, i-propiloxi, n-butiloxi, i-butiloxi, t-butiloxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, incluyendo sus isémeros. “Alcoxi
inferior”, como se usa en el presente documento, indica un grupo alcoxi con un grupo “alquilo inferior” como se ha
definido previamente.

El término “alquiltio” o “tioalquilo”, como se usa en el presente documento, indica un grupo (alquil)S- de cadena
ramificada o sin ramificar en el que la parte “alquilo” es como se ha definido anteriormente. Son ejemplos metiltio,
etiltio, n-propiltio, i-propiltio, n-butiltio, i-butiltio o t-butiltio.

Los términos “alquilsulfinilo” y “arilsulfinilo”, como se usan en el presente documento, indican un grupo de férmula -
S(=O)R en la que R es alquilo o arilo, respectivamente, y alquilo y arilo son como se definen en el presente
documento.

Los términos “alquilsulfonilo” y “arilsulfonilo”, como se usan en el presente documento, indican un grupo de féormula -
S(=0)zR en la que R es alquilo o arilo, respectivamente, y el alquilo y el arilo son como se definen en el presente
documento.

El término “arilo”, como se usa en el presente documento, indica un grupo aromatico monaociclico o policiclico
opcionalmente sustituido que comprende atomos de carbono e hidrégeno. Los ejemplos de grupos arilo adecuados
incluyen, pero sin limitacion, fenilo y naftilo (por ejemplo, 1-naftilo o 2-naftilo). Los sustituyentes adecuados para arilo
se seleccionan del grupo que consiste en alquilo, alquenilo, alquinilo, ariloxi, cicloalquilo, acilo, acilamino, alcoxi,
amino, alquilamino, dialquilamino, halégeno, hidroxi, nitro y ciano.

El término “acilo” (“alquilcarbonilo”), como se usa en el presente documento, indica un grupo de férmula C(=O)R en
la que R es hidrégeno, un alquilo sin ramificar o ramificado que contiene 1 a 7 &tomos de carbono, o un grupo fenilo.

Los términos “alcoxicarbonilo” y “ariloxicarbonilo”, como se usan en el presente documento, indican un grupo de
férmula -C(=O)OR en la que R es alquilo o arilo respectivamente, y el alquilo y el arilo son como han definido en el
presente documento.

El término halégeno representa fltor, cloro, bromo o yodo, preferentemente flGor, cloro o bromo.

La expresion “agente acilante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anhidrido, haluro de acilo u
otro derivado activado de un &cido carboxilico. El término “anhidrido”, como se usa en el presente documento, se
refiere a compuestos de la estructura general RC(0)-O-C(O)R en la que R es como se ha definido en el parrafo
anterior. La expresion “haluro de acilo”, como se usa en el presente documento, se refiere al grupo RC(O)X, en el
gue X es bromo o cloro. La expresion “derivado activado” de un compuesto, como se usa en el presente documento,
se refiere a una forma reactiva transitoria del compuesto original que hace al compuesto activo en una reaccion
guimica deseada, en la que el compuesto original es sélo moderadamente reactivo o no reactivo. La activacion se
logra por formacion de un derivado o un agrupamiento quimico dentro de la molécula con un contenido de energia
libre mayor que el del compuesto original, que hace a la forma activada mas susceptible de reaccionar con otro
reactivo. En el contexto de la presente invencion, la activacion del grupo carboxi es de particular importancia. La
expresion agente acilante, como se usa en el presente documento, incluye ademas reactivos que producen ésteres
de carbonatos OC(:O)OR4, en los que R* es como se ha definido anteriormente en el presente documento.

La expresion “grupo protector”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo quimico que (a)
previene que un grupo reactivo participe en una reaccion quimica indeseable; y (b) que puede eliminarse facilmente
después de que ya no se necesite la proteccion del grupo reactivo. Por ejemplo, el trialquilsililo es un grupo protector
para una funcion hidroxilo primaria, y un acetonido es un grupo protector para un diol vecinal.

En la representacién gréfica de los compuestos proporcionados a lo largo de la presente solicitud, un enlace con
forma de cufia conica mas gruesa indica un sustituyente que esté por encima del plano del anillo al que pertenece el
carbono asimétrico (también nombrado B), y un enlace de cufia discontinuo indica un sustituyente que esta por
debajo del plano del anillo al que pertenece el carbono asimétrico (también designado o).
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El término “combinacion” o “terapia de combinacidon”, como se usa en el presente documento, se refiere a la
administracion de una pluralidad de farmacos en un régimen terapéutico por administracion concurrente o secuencial
de los farmacos al mismo tiempo o en momentos distintos.

La expresion “interferon derivatizado quimicamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
molécula de interfer6n unida covalentemente a un polimero que altera las propiedades fisicas y/o farmacocinéticas
del interfer6n. Un lista no limitante de dichos polimeros incluye homopolimeros de poli(6xido de alquileno) tales
como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG), polioles polioxietilenados, copolimeros de los mismos y
copolimeros de bloques de los mismos, con la condicion de que se mantenga la solubilidad en agua de los
copolimeros de bloques. Un experto en la técnica se dard cuenta de diversos enfoques para unir el polimero y el
interferén (por ejemplo, véase A. Kozlowski y J. M. Harris J. Control. Release 2001 72(1-3):217-24). Una lista no
limitante de IFNa derivatizado quimicamente contemplada en la presente patente incluye peginterferon-o-2a
(PEGASYS®) y peginterferén-a-2b (PEGINTRON®).

Los compuestos de formula | presentan tautomeria. Los compuestos tautoméricos pueden existir en forma de dos o
mas especies interconvertibles. Los tautdmeros prototropicos resultan de la migraciéon de un atomo de hidrégeno
enlazado covalentemente entre dos atomos. Los tautémeros existen generalmente en equilibrio, y los intentos de
aislar un tautémero individual producen normalmente una mezcla cuyas propiedades fisicas y quimicas son
coherentes con una mezcla de compuestos. La posicion del equilibrio depende de caracteristicas quimicas en la
molécula. Por ejemplo, en muchas cetonas y aldehidos alifaticos, tales como acetaldehido, predomina la forma ceto,
mientras que en fenoles, predomina la forma enol. Los tautdmeros prototropicos habituales incluyen tautémeros
ceto/enol (-C(=0)-CH- = -C(-OH)=CH-), amida/acido imidico (-C(=0)-NH- = -C(-OH)=N-) y amidina (-C(=NR)-NH-
Ap—
=* -C(-NHR)=N-). Los dos ultimos son particularmente habituales en heteroarilos y anillos heterociclicos, y la
presente invencion abarca todas las formas tautoméricas de los compuestos.

Las abreviaturas usadas normalmente incluyen: acetilo (Ac), azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN), atmésferas (Atm), terc-
butoxicarbonilo (Boc), pirocarbonato de di-terc-butilo o anhidrido de boc (BOC.0), bencilo (Bn), butilo (Bu),
benciloxicarbonilo (CBZ o Z), -carbonildiimidazol (CDI), 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO), 1,5-
diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno (DBN), 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC),
1,2-dicloroetano (DCE), diclorometano (DCM), azodicarboxilato de dietilo (DEAD), azodicarboxilato de di-iso-propilo
(DIAD), hidruro de di-iso-butilaluminio (DIBAL o DIBAL-H), di-iso-propiletilamina (DIPEA), N,N-dimetilacetamida
(DMA), 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), N,N-dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSQO), hidrocloruro de
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI), etilo (Et), acetato de etilo (EtOAc), etanol (EtOH), éster etilico del
acido 2-etoxi-2H-quinolin-1-carboxilico (EEDQ), éter dietilico (Et,O), hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N’N’-tetrametiluronio (HATU), acido acético (HOAc), 1-N-hidroxibenzotriazol (HOBt), cromatografia de liquidos
de alta presion (HPLC), hexametildisilazano de litio (LIHMDS), metanol (MeOH), punto de fusion (pf), MeSO--
(mesilo o Ms), metilo (Me), acetonitrilo (MeCN), acido m-cloroperbenzoico (MCPBA), espectro de masas (ms), metil
t-butil éter (MTBE), N-bromosuccinimida (NBS), N-carboxianhidrido (NCA), N-clorosuccinimida (NCS), N-
metilmorfolina (NMM), N-metilpirrolidona (NMP), clorocromato de piridinio (PCC), dicromato de piridinio (PDC), fenilo
(Ph), propilo (Pr), iso-propilo (i-Pr), libra por pulgada al cuadrado (psi), piridina (pyr), temperatura ambiente (rt o RT),
terc-butildimetilsililo o t-BuMe,Si (TBDMS), trietilamina (TEA o Et3N), 2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxilo (TEMPO),
triflato o CF3SO,- (Tf), acido trifluoroacético (TFA), cromatografia de capa fina (TLC), tetrahidrofurano (THF),
trimetilsililo o MesSi (TMS), &cido p-toluenosulfonico monohidrato (TsOH o pTsOH), 4-Me-CgH4SO- o tosilo (Ts), N-
uretano-N-carboxianhidrido (UNCA). La nomenclatura convencional, incluyendo los prefijjos normal (n), iso (i-),
secundario (sec-), terciario (terc-) y neo, tiene su significado habitual cuando se usa con un resto alquilo. (J. Rigaudy
y D. P. Klesney, Nomenclature in Organic Chemistry, IUPAC 1979 Pergamon Press, Oxford.).

Los compuestos de la presente descripcion se pueden fabricar por una diversidad de métodos representados en los
esquemas de reaccion sintéticos ilustrativos que se muestran y describen a continuacion. Los materiales de partida y
los reactivos usados en la preparacion de estos compuestos estdn generalmente disponibles en proveedores
habituales, tales como Aldrich Chemical Co., o se preparan por métodos conocidos por los expertos en la técnica
siguiendo procedimientos expuestos en referencias tales como Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis;
Wiley & Sons: Nueva York, volimenes 1-21; R. C. LaRock, Comprehensive Organic Transformations, 22 edicion
Wiley-VCH, Nueva York 1999; Comprehensive Organic Synthesis, B. Trost e I. Fleming (Eds.) vol. 1-9 Pergamon,
Oxford, 1991; Comprehensive Heterocyclic Chemistry, A. R. Katritzky y C. W. Rees (Eds) Pergamon, Oxford 1984,
vol. 1-9; Comprehensive Heterocyclic Chemistry I, A. R. Katritzky y C. W. Rees (Eds) Pergamon, Oxford 1996, vol.
1-11; y Organic Reactions, Wiley & Sons: Nueva York, 1991, Volimenes 1-40. Los siguientes esquemas de reaccion
sintéticos son meramente ilustrativos de algunos métodos mediante los cuales pueden sintetizarse los compuestos
de la presente descripcion, y pueden hacerse diversas modificaciones a estos esquemas de reaccion sintéticos y se
le ocurriran al experto en la técnica mediante referencia a la descripcion contenida en esta Solicitud.

Los materiales de partida y los intermedios de los esquemas de reaccion sintéticos pueden aislarse y purificarse, si
se desea, usando técnicas convencionales, que incluyen, pero sin limitacion, filtracion, destilacion, cristalizacion,
cromatografia, y similares. Dichos materiales pueden caracterizarse usando medios convencionales, que incluyen
constantes fisicas y datos espectrales.
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A menos que se especifique lo contrario, las reacciones descritas en el presente documento se realizan
preferentemente en una atmoésfera inerte a presion atmosférica a un intervalo de temperaturas de reaccion de
alrededor de -78°C a alrededor de 150°C, mas preferentemente de alrededor de 0°C a alrededor de 125°C, y aln
mas preferentemente y convenientemente a alrededor de la temperatura de la sala (0o ambiente), por ejemplo,
alrededor de 20°C.

Mientras que se ha explorado la modificacion quimica de las posiciones 2’ y 3’ de nucleosidos, la modificacion de la
posicion 4’ ha sido menos prevalente, muy probablemente debido a los desafios sintéticos afiadidos asociados con
su sintesis. Maag y col. (Anti-HIV Activity of 4-Azido and 4’-Methoxynucleosides, J. Med Chem. 1992 35:1440-1451)
describen la sintesis de 4’-azido-2-desoxirribonucledsidos y 4-azido nucledsidos. C. O’Yang, y col. (Tetrahedron Lett.
1992 33(1): 37-40 y 33(1): 41-44) describen la sintesis de nucledsidos sustituidos con compuestos 4'-ciano, 4'-
hidroximetil y 4'-formil nucleosidicos. Estos compuestos se evaluaron como compuestos anti-VIH. Maag y col.
(supra) ensefiaron que los 4’-azido nucleésidos 16c¢ pueden prepararse mediante adicion de azida de yodo a
nucleodsidos de 5-metilen-tetrahidrofuran-2-ilo 15 en los que B es timina, uracilo, adenina o guanosina.

H,Cxg© X7\ o
—_—
N3
HO RO

(15) ElGa:x=l;R=H
16b: X = OC(0)-m-CI-CH,Cl; R=COPh
16c: X=0OH:R=H

En la Publicacion de Patente U.S. n° 20050038240, publicada el 17 de febrero de 2005, T. J. Connolly y col.
describen un procedimiento mejorado para preparar 4’-azido nucleésidos. En el documento WO 02/100415, R.
Devos y col. describen los nuevos derivados de nucledsido 4'-sustituidos que inhiben la ADN polimerasa viral NS5B
del VHC. La adicién de azida de yodo se lleva a cabo de la manera més eficaz en las uridinas 15 (B = uracilo), que
pueden convertirse en la citidina correspondiente utilizando el métodos descrito por A. D. Borthwick y col., (J. Med.
Chem. 1990 33(1):179; véase también K. J. Divakar y C. B. Reese J. Chem Soc., Perkin Trans. |1 1982 1171-1176).

Esquema A

j j :N
X 0 N
———— B,C R ——
Etapa 2 Efapa 3 N,“‘ Etapa 5
s < Me

18a: X=0H 19 a: X=1
:X =1 eepas T J0p: x - w-CICH,CO,

NN N H, oS 8,
X X X
m—CI—CJl,COz [h) N BOHO RCOW

= Me
PhCO, HO RCO,

21 2 23

Se prepara 4-amino-1-(5-azido-4-hidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidin-2-ona (22) a partir
de 1-(4-hidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-pirimidina-2,4-diona (18a) (D. O. Cicero y col.,
“Stereoselective synthesis of novel analogs of 2'-deoxy- and 2’,3'-dideoxynucleosides with potential antiviral activity”,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1994 4(7):861-6; A. Iribarren, documento EP547008 Al titulado “Preparation of new (2'R)-
and (2'S)-2’-deoxy-2’-C-hydrocarbyl antisense oligonucleotides useful in scientific research, therapeutics and
diagnostics”, (“Preparaciéon de nuevos oligonucledétidos antisentido de (2'R)- y (2'S)-2'-desoxi-2’-C-hidrocarbilo Utiles
en investigacion cientifica, terapia y diagnostico”), publicado el 16 de junio de 1993) usando el procedimiento de
Maag y col. (véase mas arriba) (ESQUEMA A). La 4-amino-1-(5-azido-4-hidroxi-5-hidroximetil-3-metil-tetrahidro-
furan-2-il)-1H-pirimidin-2-ona (22) muestra buena actividad en un ensayo de replicén a base de células para la
actividad de polimerasa de VHC (TABLA 1). Ademas, el compuesto mostré bajos niveles de citotoxicidad en el
ensayo. El compuesto 19 es el objeto de la presente invencion.
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TABLA 1

Compuesto % Maximo de Inhibicion de Pol de VHC (100 uM) % Maximo de Citotoxicidad (100 (uM)

22 98,58 9,48

A menudo, los derivados nudeosidicos son potentes agentes quimioterapéuticos antivirales (por ejemplo, VIH, VHC,
Herpes simple, CMV) y anti-cancerosos. Desafortunadamente, su utilidad practica esta limitada a menudo por dos
factores. En primer lugar, las malas propiedades farmacocinéticas limitan con frecuencia la absorcion del nucleésido
desde el intestino y la concentracion intracelular de los derivados nudeosidicos, y, en segundo lugar, las
propiedades fisicas subdptimas restringen las opciones de formulacidon que podrian emplearse para mejorar el
suministro del ingrediente activo.

Albert introdujo el término profarmaco para describir un compuesto que carece de actividad bioldgica intrinseca pero
gue puede experimentar una transformacion metabdlica en la sustancia farmacéutica activa (A. Albert, Selective
Toxicity, Chapman y Hall, Londres, 1951). Recientemente se han revisado los profarmacos (P. Ettmayer y col., J.
Med Chem. 2004 47(10):2393-2404; K. Beaumont y col., Curr. Drug Metab. 2003 4:461-485; H. Bundgaard, Design
of Prodrugs: Bioreversible derivatives for various functional groups and chemical entities en Design of Prodrugs, H.
Bundgaard (ed) Elsevier Science Publishers, Amsterdam 1985; G. M. Pauletti y col. Adv. Drug Deliv. Rev. 1997
27:235-256; R. J. Jones y N. Bischofberger, Antiviral Res. 1995 27:1-15; y C. R. Wagner y col., Med. Res. Rev. 2000
20:417-45). Aunque la transformacién metabdlica puede catalizarse por enzimas especificas, a menudo hidrolasas,
el compuesto activo también puede regenerarse por procesos quimicos no especificos.

Profarmacos farmacéuticamente aceptables se refiere a un compuesto que se metaboliza, por ejemplo se hidroliza o
se oxida, en el hospedante para formar el compuesto de la presente invencion. La bioconversion debe evitar la
formacion de fragmentos con predisposicién toxicolégica. Los ejemplos tipicos de profarmacos incluyen compuestos
que tienen grupos protectores biolégicamente labiles unidos a un resto funcional del compuesto activo. En el disefio
de pronucleétidos se han utilizado alquilacién, acilacion u otra modificacion lipofila del grupo o grupos hidroxi en el
resto de azucar. Estos polinucle6tidos pueden hidrolizarse o desalquilarse in vivo para generar el compuesto activo.

Los factores que limitan la biodisponibilidad oral son con frecuencia la absorcién desde el tubo disgestivo, y la
excrecién de primer paso por la pared intestinal y el higado. La optimizacién de la absorcién transcelular a través del
tubo digestivo requiere un valor de D74y mayor de cero. La optimizacion del coeficiente de distribucion, sin embargo,
no asegura el éxito. El profarmaco puede tener que evitar transportadores activos de salida en el enterocito. El
metabolismo intracelular en el enterocito puede dar como resultado un transporte pasivo o un transporte activo del
metabolito, a través de bombas de salida, de nuevo a la luz intestinal. El profarmaco también puede resistir las
biotransformaciones indeseadas en la sangre antes de alcanzar las células o receptores diana.

Aunque los supuestos profarmacos algunas veces pueden diseflarse de forma racional basandose en la
funcionalidad quimica presente en la molécula, la modificaciéon quimica de un compuesto activo produce una entidad
molecular totalmente nueva que puede mostrar propiedades fisicas, quimicas y biolégicas indeseables, ausentes en
el compuesto progenitor. Los requisitos reguladores para la identificacion de metabolitos pueden representar
desafios si multiples rutas conducen a una pluralidad de metabolitos. De esta manera, la identificacion de
profarmacos sigue siendo un ejercicio incierto y desafiante. Ademads, la evaluacion de las propiedades
farmacocinéticas de los profarmacos potenciales es una tarea costosa y desafiante. Los resultados farmacocinéticos
de modelos animales pueden ser dificiles de extrapolar a los seres humanos.

En la patente U.S. n° 6.846.810, concedida el 25 de enero de 2005, J. A. Martin y col. han mostrado que se ha
descubierto que 4’-azidonucledsidos acilados son profarmacos eficaces. Los derivados diacilicos 23 de 22 pueden
prepararse por acilacién del nucledsido progenitor 22.

Los compuestos de la presente descripcion se preparan convenientemente en una etapa mediante acilacion de 22
en un disolvente organico acuoso. El disolvente puede ser una disolucion acuosa homogénea o una disolucion de
dos fases. El pH del disolvente organico acuoso se mantiene por encima de 7,5 mediante adiciéon de una base para
neutralizar el acido producido por la acilacién. La base puede ser un hidroxido de metal alcalino o alcali, o una amina
terciaria. La reaccion se lleva a cabo en presencia de DMAP que se sabe en la técnica que es un catalizador para la
acilacion. Una ventaja del presente procedimiento es que el producto deseado puede obtenerse sin acilacion de la
base heterociclica.

Como alternativa, la acilacién se lleva a cabo convenientemente con un anhidrido o haluro de acilo correspondiente
en un disolvente tal como DCM, cloroformo, tetracloruro de carbono, éter, THF, dioxano, benceno, tolueno, MeCN,
DMF, disolucion de hidroxido sédico o sulfolano, opcionalmente en presencia de una base inorganica u organica a
temperaturas comprendidas entre -20 y 200°C, pero preferentemente a temperaturas comprendidas entre -10 y
160°C. La reaccion de acilacion también puede llevarse a cabo segun Schotten Baumann en un medio bifasico
organico-acuoso en presencia de catalizadores de transferencia de fase y DMAP.
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Puede lograrse la acilacion selectiva de los grupos hidroxi. Como alternativa, el grupo N-acilo de un nucledsido
N,O,O-triacilico puede escindirse selectivamente con bromuro de cinc para producir el compuesto diacilico protegido
(R. Kierzek y col. Tetrahedron Lett. 1981 22(38): 3762-64).

La acilacion selectiva de los grupos hidroxilo especificos en el radical carbohidrato puede lograrse convenientemente
mediante acilaciones o desacilaciones catalizadas por enzimas. La catalisis enzimética proporciona condiciones
selectivas suaves para las transformaciones organicas. S. M. Roberts ha revisado las biotransformaciones
preparativas (J. Chem. Soc. Perkin 1, 2001, 1475; 2000 611; 1999, 1; y, 1998 157). M. Mahmoudian y col.
(Biotechnol. Appl. Biochem. 1999 29:229-233) dio a conocer la acilacién selectiva de la posicion 5’ de 2-amino-9-f-
D-arabinofuranosil-6-metoxi-9H-purina con Novozyme 435, una preparacion inmovilizada de la lipasa de Candida
antarctica. Otras enzimas dadas a conocer que acilan selectivamente el 5’-hidroxilo incluyen: proteasa de Bacillus
licheniformis, Lipozyme IM (lipasa de Mucor miehei, CLEC-BL (proteasa de B. licheniformis), savinasa (proteasa de
Bacillus sp.), Novozyme-243 (proteasa de Bacillus licheniformis), lipasa y lipolasa de Alcaligenes sp. (Novo).

Se encontr6 que la preparacion enzimatica Lipolase® (lipasa de Thermomyces lanuginosus, n° de catdlogo de
Sigma L 0777) hidroliza selectivamente el grupo 5’-acilo de derivados triacilicos para producir compuestos 2’,3'-
diacilados. En el documento WO 2004043894, G. G. Heraldsson y col. describen el uso de la lipasa de T.
lanuginosus para la esterificacion de aceites marinos. N. Weber y col. (Eur. J. of Lipid Sci. and Technol. 2003
105(10):624-626) describen la transesterificacion catalizada por T. lanuginosus de oleato de metilo. V. Bodai y col.
(Adv. Synth. Cat. 2003 345(6 y 7):811-818) describen nuevas hidrolasas procedentes de hongos filamentosos
termofilos que pueden usarse para biotransformaciones selectivas.

Otros informes de hidrdlisis enzimaticas regioselectivas de ésteres incluyen: R. Hanson y col., Bioorg. and Med.
Chem. 2000, 2681-2687 (sintesis de un profarmaco de lobucavir a través de acilacién e hidroélisis regioselectiva); R.
Pfau y col., Syn Lett 1999, 1817-1819 (hidrdlisis selectiva de un éster de carbohidrato); A. Bianco y col, J. of Mol.
Cat. B: Enzymatic 1997 209-212 (acilacion e hidrolisis regioselectiva para la sintesis de derivados de acido sialico);
Y. Ota et. al., Bioscience, Biotechnology, Biochemistry (1997), 166-167 (hidrolisis de éster regioselectiva de 1,2,3-
trihexanolilglicerol); U. T. Bornscheuer y col., Enzyme Microbial Technol. 1995, 578-86 (sintesis catalizada por lipasa
de monoacilglicerol; revisién); C. T. Goodhue y col., documento W09403625 (procedimiento regioselectivo para la
resolucion de monoésteres de carbohidratos); N. W. Boaz, documento W09115470 (Separacion de mezcla de
alcohol-éster por hidrélisis enzimatica selectiva); Y. S. Sanghvi y col., documento US 2002142307 (hidrdlisis
regioselectiva de 3',5-di-O-levulinilnucledsidos); J. Garcia y col. J. Org. Chem. 2002, 4513-4519 (hidrdlisis
regioselectiva de 3',5’-di-O-levulinilnucledsidos); O. Kirk y col. Biocat and Biotransformation (1995) 91-7 (acilacion y
desacilacion regioselectivas de glucosa y derivados catalizadas por lipasa).

Un experto en la técnica reconocerd que las esterificaciones selectivas también pueden lograrse mediante
metodologia quimica convencional. Se ha descrito la proteccion selectiva del grupo 5'-hidroxilo, que permitira la
esterificacién directa del 2'-hidroxilo 0, como alternativa, la incorporacién de un segundo grupo protector que
permitird la desproteccion y acilacion selectiva del alcohol primario.

Los compuestos de la presente descripcion pueden formularse en una amplia variedad de formas de dosificacion de
administracion oral y vehiculos. La administracion oral puede estar en forma de comprimidos, comprimidos
revestidos, capsulas de gelatina duras y blandas, disoluciones, emulsiones, jarabes o suspensiones. Los
compuestos de la presente descripcién son eficaces cuando se administran por administracion de supositorios, entre
otras vias de administracion. La manera de administracion mas conveniente es generalmente la oral, usando un
régimen de dosificacion diario conveniente que puede ajustarse de acuerdo con la gravedad de la enfermedad y la
respuesta del paciente a la medicacion antiviral.

Un compuesto o compuestos de la presente descripcion, asi como sus sales farmacéuticamente utilizables, junto
con uno o mas excipientes, vehiculos o diluyentes convencionales, puede ponerse en forma de composiciones
farmacéuticas y dosificaciones unitarias. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificaciéon unitarias pueden
comprender ingredientes convencionales en proporciones convencionales, con o0 sin compuestos activos
adicionales, y las formas de dosificacion unitaria pueden contener cualquier cantidad eficaz adecuada del
ingrediente activo en proporcion con el intervalo de dosificacion diario pretendido a emplear. Las composiciones
farmacéuticas pueden emplearse como sélidos, tales como comprimidos o capsulas rellenas, semisolidos, polvos,
formulaciones de liberaciéon sostenida, o liquidos tales como suspensiones, emulsiones, o capsulas rellenas para
uso oral; o en forma de supositorios para administracion rectal o vaginal. Una preparacién tipica contendra de
alrededor de 5% a alrededor de 95% de compuesto 0 compuestos activos (p/p). La expresion “preparaciéon” o “forma
de dosificaciéon” pretende incluir formulaciones tanto sélidas como liquidas del compuesto activo, y un experto en la
técnica apreciara que un ingrediente activo puede existir en diferentes preparaciones dependiendo de la dosis
deseada y de parametros farmacocinéticos.

El término “excipiente”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que se usa para preparar
una composicion farmacéutica, y generalmente es seguro, no téxico y no es indeseable desde el punto de vista
biolégico o de otra manera, e incluye excipientes que son aceptables para uso veterinario asi como para uso
farmacéutico humano. Los compuestos de la presente descripcion pueden administrarse solos, pero generalmente
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se administrardn mezclados con uno o mas excipientes, diluyentes o vehiculos farmacéuticos adecuados
seleccionados con respecto a la via de administracion deseada y la practica farmacéutica convencional.

Una forma de “sal farmacéuticamente aceptable” de un ingrediente activo también puede conferir inicialmente una
propiedad farmacocinética deseable al ingrediente activo que estd ausente en la forma no salina, e incluso puede
afectar positivamente a la farmacodinamica del ingrediente activo con respecto a su actividad terapéutica en el
cuerpo. La frase “sal farmacéuticamente aceptable” de un compuesto, como se usa en presente documento,
significa una sal que es farmacéuticamente aceptable y que posee la actividad farmacoldgica deseada del
compuesto parental. Dichas sales incluyen: (1) sales de adicién de acidos, formadas con acidos inorgénicos tales
como &cido clorhidrico, &cido bromhidrico, &cido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico, y similares; o formadas con
acidos organicos tales como &cido glicolico, acido piravico, acido lactico, acido malénico, acido malico, acido
maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido
mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etano-disulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico,
acido bencenosulfénico, acido 4-clorobencenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido 4-toluenosulfénico, acido
canfosulfénico, acido lauril sulfarico, acido glucénico, acido glutdmico, acido salicilico, acido mucodnico y similares.
Debe entenderse que todas las referencias a sales farmacéuticamente aceptables incluyen formas de adicion de
disolventes (solvatos) o formas cristalinas (polimorfos) como se definen en el presente documento, de la misma sal
de adicion de &cidos.

Las preparaciones en forma sélida incluyen polvos, comprimidos, pastillas, cdpsulas, supositorios y granulos
dispersables. Un vehiculo sélido puede ser una 0 mas sustancias que también pueden actuar como diluyentes,
agentes saborizantes, solubilizantes, lubricantes, agentes de suspensién, aglutinantes, conservantes, agentes de
disgregacion de comprimidos, o un material de encapsulamiento. En los polvos, el vehiculo generalmente es un
solido finamente dividido que esta mezclado con el componente activo finamente dividido. En los comprimidos, el
componente activo generalmente se mezcla con el vehiculo que tiene la capacidad aglutinante necesaria en
proporciones adecuadas, y se compacta hasta obtener la forma y el tamafio deseados. Los vehiculos adecuados
incluyen, pero sin limitacion, carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco, azlcar, lactosa, pectina,
dextrina, almidon, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, una cera de bajo punto de fusion,
manteca de cacao, y similares. Las preparaciones en forma sélida pueden contener, ademas del componente activo,
colorantes, sabores, estabilizantes, tampones, edulcorantes artificiales y naturales, dispersantes, espesantes,
agentes solubilizantes, y similares.

Las formulaciones liquidas también son adecuadas para administracion oral, e incluyen formulaciones liquidas,
incluyendo emulsiones, jarabes, elixires y suspensiones acuosas. Estas incluyen preparaciones en forma sélida que
estan destinadas a convertirse en preparaciones en forma liquida poco antes del uso. Las emulsiones pueden
prepararse en disoluciones, por ejemplo en disoluciones acuosas de propilenglicol, o pueden contener agentes
emulsionantes tales como lecitina, monooleato de sorbitdn 0 goma ardbiga. Las suspensiones acuosas pueden
prepararse dispersando el componente activo finamente dividido en agua con un material viscoso, tal como gomas
naturales o sintéticas, resinas, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica y otros agentes de suspension bien
conocidos.

Los compuestos de la presente descripcion pueden formularse para administracion como supositorios. Primero se
funde una cera de bajo punto de fusion, tal como una mezcla de glicéridos de acidos grasos o manteca de cacao, y
el componente activo se dispersa homogéneamente, por ejemplo por agitacion. La mezcla homogénea fundida se
vierte después en moldes del tamafio conveniente, y se deja enfriar y solidificar.

Los compuestos de la presente descripcion pueden formularse para administracion vaginal. Son apropiados
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o pulverizaciones que contienen, ademas del ingrediente
activo, dichos vehiculos como se conocen en la técnica.

Las formulaciones adecuadas junto con vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticos se describen en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy 1995, editado por E. W. Martin, Mack Publishing Company, 19%
edicion, Easton, Pennsylvania. Un cientifico de formulacion experto puede modificar las formulaciones dentro de las
ensefianzas de la memoria descriptiva para proporcionar numerosas formulaciones para una via de administracion
particular sin hacer que las composiciones de la presente descripcion sean inestables o se comprometa su actividad
terapéutica.

La modificacion de los presentes compuestos para hacer que sean mas solubles en agua u otro vehiculo, por
ejemplo puede lograrse facilmente por modificaciones pequefias (por ejemplo, formulacion de sales) que estan
dentro de la pericia normal en la técnica. También esta dentro de la pericia normal en la técnica modificar la via de
administracion y el régimen de dosificacion de un compuesto particular para manejar la farmacocinética de los
presentes compuestos para conseguir efectos beneficiosos maximos en los pacientes.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usa en el presente documento, significa una cantidad
requerida para reducir los sintomas de la enfermedad en un individuo. La dosis se ajustara a los requisitos
individuales en cada caso particular. Esta dosificacion puede variar dentro de amplios limites, dependiendo de
numerosos factores tales como la gravedad de la enfermedad a tratar, la edad y estado de salud general del
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paciente, otros medicamentos con los que se esta tratando el pariente, la via y forma de administracion y las
preferencias y experiencia del especialista médico implicado. Para la administracion oral, una dosificacion diaria
comprendida entre alrededor de 0,1 y alrededor de 10 g al dia deberia ser apropiada en monoterapia y/o en terapia
de combinacién. Una dosificacion diaria preferida estd comprendida entre alrededor de 0,5 y alrededor de 7,5 g al
dia, y una mas preferida entre 1,5 y alrededor de 6,0 g al dia. Generalmente, el tratamiento se inicia con una gran
“dosis de carga” inicial para reducir rapidamente o eliminar el virus, seguido de una reduccion de la dosis hasta un
nivel suficiente para prevenir la reaparicion de la infeccion. Un experto normal en el tratamiento de enfermedades
descritas en el presente documento podra, sin experimentacion innecesaria, y basandose en el conocimiento
personal, la experiencia y las descripciones de la presente solicitud, determinar una cantidad terapéuticamente
eficaz de los compuestos de la presente descripcion para una enfermedad y paciente dados.

La eficacia terapéutica puede determinarse a partir de ensayos de la funcién hepatica que incluyen, pero sin
limitacion, niveles de proteina tales como proteinas del suero (por ejemplo, albimina, factores de coagulacion,
fosfatasa alcalina, aminotransferasas (por ejemplo, alanina transaminasa, aspartato transaminasa), 5’-nucleosidasa,
-glutaminiltranspeptidasa, etc.), sintesis de bilirrubina, sintesis de colesterol y sintesis de &cidos biliares; la funcion
metabdlica hepatica, incluyendo, pero sin limitarse a, el metabolismo de carbohidratos, metabolismo de aminoacidos
y de amoniaco. Como alternativa, la eficacia terapéutica puede monitorizarse midiendo el ARN de VHC. Los
resultados de estos ensayos permitiran optimizar la dosis.

En realizaciones de la descripcion, el compuesto activo o una sal pueden administrarse en combinacién con otro
agente antiviral tal como ribavirina, otro inhibidor nucleosidico de la polimerasa de VHC, un inhibidor no nucleosidico
de la polimerasa de VHC, un inhibidor de la proteasa de VHC, un inhibidor de la helicasa de VHC o un inhibidor de la
fusiéon de VHC. Cuando el compuesto activo o su derivado o sal se administran en combinaciéon con otro agente
antiviral, la actividad puede aumentarse con respecto a la del compuesto progenitor. Cuando el tratamiento es la
terapia de combinacion, dicha administracion puede ser concurrente o secuencial con respecto a la de los derivados
nucleosidicos. “Administracién concurrente”, como se usa en el presente documento, incluye asi la administracion de
los agentes al mismo tiempo o en momentos diferentes. La administracion de dos o més agentes al mismo tiempo
puede conseguirse mediante una sola formulacion que contiene dos 0 mas ingredientes activos, o mediante la
administracion sustancialmente simultanea de dos o mas formas de dosificacion con un solo agente activo.

Se entendera que las referencias en el presente documento al tratamiento se extienden a la profilaxis asi como al
tratamiento de las afecciones existentes. Ademas, el término “tratamiento” de una infeccién de VHC, como se usa en
el presente documento, también incluye el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o afeccién asociada o
mediada por la infeccion por VHC, o los sintomas clinicos de la misma.

Ejemplo 1

Etapa 1 - Una disolucion de 18a (2,17 g, 8,96 mmoles, 1 equiv.), imidazol (732 mg, 10,7 mmoles, 1,2 equiv.) y PhsP
(2,82 g, 10,7 mmoles, 1,2 equiv.) en THF seco (30 ml) se enfrié en un bafio de hielo-agua, y se afiadié gota a gota
una disolucién de yodo (2,50 g, 9,85 mmoles, 1,1 equiv.) en THF seco (10 ml) durante 10 min. La mezcla de
reaccion se agité a 0-5°C durante otros 10 minutos. El bafio de hielo-agua se retiré y la mezcla de reaccién se agitd
a RT durante 70 h. La mezcla de reaccion se diluyé con DCM (200 ml) y se lavé con Na;S;03 0,5 M en NaHCO3
acuoso saturado (150 ml). La fase acuosa se lavé con DCM (4 x 50 ml). Los extractos organicos combinados se
secaron (NazS0Oy), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd por cromatografia sobre SiO, eluyendo con
un gradiente por etapas de MeOH/DCM (1-5% v/v de MeOH), proporcionando 1,75 g (55%) de 18b: Datos de RMN
'H (CDCl3, 25°C): & 8,22 (br s, 1H), 7,59 (d, 1H), 6,19 (d, 1H), 5,75 (dd, 1H), 3,79 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,57 (dd,
1H), 3,47 (dd, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,13 (d, 1H), 1,00 (d,3H).

Etapa 2 - Una disolucién de 18b (1,84 g, 5,22 mmoles) y metoxido sddico 0,4 M en MeOH (81 ml) se agit6 a 60°C
durante 5 h, y después se enfrié en un bafio de hielo-agua. La forma de piridinio DOWEX H" (preparada tratando
DOWEX H* con piridina (10 ml/g de resina), filtrando y lavando con MeOH antes de su uso) se afiadié en porciones
hasta que el pH de la disolucidon fue neutro (total 5-6 g). El bafio de hielo-agua se retird y la mezcla se agité a RT
durante 5 min. La resina se elimind por filtracion y se lavo con MeOH (100 ml). El residuo se suspendié en EtOH al
6%/DCM, se aplico una columna de SiO, y se eluyé con un gradiente de EtOH/DCM (EtOH al 6-7% en v/v),
proporcionando 0,942 g (80%) de 19 lo suficientemente puro para su uso en la siguiente etapa.

Etapa 3 - Se suspendieron cloruro de benciltrietilamonio (1,91 g, 8,4 mmoles, 2 equiv.) y azida sédica (546 mg, 8,4
mmoles, 2 equiv.) en MeCN seco (32 ml), y la mezcla se someti6 a ultrasonidos durante unos pocos minutos. La
suspension fina resultante se agité a RT durante 3 h y después se filtré en una atmésfera de N2 en una disolucién en
THF seco (30 ml) del compuesto 19 (942 mg, 4,2 mmoles, 1 equiv.). Se afiadi6 NMM (140 ul, 0,206 mmoles, 0,3
equiv.) y la disolucién resultante se enfrié en un bafio de hielo-agua, y se afiadi6é gota a gota una disolucién de yodo
(1,81 g, 7,14 mmoles, 1,7 equiv.) en THF seco (39 ml) durante 1 h. La mezcla de reaccion resultante se agité a O-
5°C durante 2 h mas. Se afiadié N-acetil-L-cisteina (69 mg, 0,035 mmoles, 0,1 equiv.), y la disolucién se agité hasta
gue disminuyd el burbujeo. Se afiadieron NMM (2,31 ml, 21,0 mmoles, 5 equiv.) y DMAP (513 mg, 4,2 mmoles, 1
equiv.), seguido de una adicion gota a gota de cloruro de benzoilo (1,1 ml, 9,24 mmoles, 2,2 equiv.). La mezcla de
reaccion se agité a 0-5°C durante 30 min, y después se almacend en un frigorifico toda la noche. Los analisis de
TLC y LC-MS mostraron una reaccion completa. Se afiadi6 MeOH (5 ml), y después de unos pocos minutos el
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disolvente se concentré hasta la mitad del volumen en un evaporador rotatorio y después se afiadidé con agitacion
una disolucion de Na,;S,;03 0,1 M en NaHCO3 acuoso saturado (300 ml) y la mezcla se calenté a RT. La mezcla se
extrajo con DCM (150 ml), y la fase acuosa se extrajo dos veces con DCM (50 ml). Los extractos organicos
combinados se secaron (Na,SOQ.), se filtraron y se concentraron. Después, la fase organica se extrajo con acido
citrico al 5%, y la fase acuosa se lavé dos veces con DCM (2 x 50 ml). Los extractos de DCM se secaron (Na;SO.),
se filtraron y se concentraron a vacio. El residuo se purificé por cromatografia sobre SiO, eluyendo con un gradiente
por etapas de EtOH/DCM (0, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5y 2,0% de EtOH), proporcionando 1,72 g (83%) de 20a: Datos de
RMN 'H (CDCls, 25°C): & 8,22-7,46 (7H), 6,49-6,39 (1H), 5,84 (dd, 1H), 5,55-5,47 (1H), 3,85 (d, 1H), 3,74 (d, 1H),
3,18 (m, 1H), 1,09 (d, 3H).

Etapa 4 - Se combin6 una disolucion de compuesto 20a (1,72 g, 3,47 mmoles, 1 equiv.) en DCM (155 ml) con una
mezcla de BusN HSO4 (825 mg, 2,43 mmoles, 0,7 equiv.) y acido m-clorobenzoico (359 mg, 2,29 mmoles, 0,66
equiv.) en K;HPO,4 acuoso 1,75 M (55 ml). El sistema de dos fases se agitd vigorosamente a RT y se afiadieron dos
porciones de una mezcla de reactivos disponible comercialmente que contenia MCPBA al 55%, éacido m-
clorobenzoico al 10% y H,O al 35% (2 x 3,57 g, correspondientes a 2 x 16,5 mmoles o 2 x 3,28 equiv. de MCPBAy 2
x 3,3 mmoles o 2 x 0,66 equiv. de acido m-clorobenzoico) durante un intervalo de 1,5 h. La mezcla se agitd
vigorosamente a RT durante otras 18 h. El andlisis LC-MS mostré >96% de reaccién. Se afiadié una disolucion de
NazS,03-5H,0 (35 g) en NaHCO3; acuoso saturado (500 ml), y la mezcla se agité vigorosamente a RT durante 30
min. La fase organica se separd, y la fase acuosa se lavé con DCM (2x10 ml). Las fases organicas combinadas se
lavaron con NaHCOj3; acuoso saturado (40 ml). La fase de NaHCO3; acuoso se lavé con DCM (2x10 ml). Las fases
organicas combinadas se secaron (Na,SOQ.), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia
sobre SiO,, eluyendo con un gradiente de EtOH/DCM (EtOH al 1-2% en v/v), proporcionando 1 g (56%) de 20b:
RMN 'H (CDCls, 25°C): & 8,19 (br s, 1H), 8,07-7,88 (4H), 7,65-7,36 (6H), 6,57-6,45 (1H), 5,64 (dd, 1H), 5,51-5,42
(1H), 4,80 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 1,09 (d, 3H).

Etapa 5 - El diéster 20b (100 mg, 0,19 mmoles, 1 equiv.) y 1,2,4-triazol (131 mg, 1,9 mmoles, 10 equiv.) se
coevaporaron en piridina seca y se redisolvieron en piridina seca (1 ml). La disolucién se enfrié en un bafio de hielo-
agua, y se afiadié gota a gota una disolucién de POCI3 (44 pl, 0,475 mmoles, 2,5 equiv.) en MeCN (0,5 ml) durante
unos pocos minutos. La mezcla de reaccion se agité a 0-5°C durante otros 5 min, y después se agité a RT durante 3
h. La mezcla de reaccion se concentro a la mitad del volumen en un evaporador rotatorio, y después se traté con
NH3; saturado en etanol (20 ml) y la disolucién resultante se agité a RT toda la noche. Después de la evaporacion, el
residuo se purificé por cromatografia sobre SiO;, eluyendo con un gradiente por etapas de EtOH/DCM (6, 10, 15y
20% en v/v de EtOH), proporcionando 0,036 g (66%) de 22, que tenia una pureza del 98% segun el andlisis por
LCMS (~2,0% de isbmero 2’ contaminante).

Esta reaccion se repitié con 900 mg del compuesto 20b, dando como resultado 270 mg (54%, 97% de pureza) de 22
después de la cromatografia; RMN *H (DMSO-ds, 25°C): & 7,69 (d, 1H), 7,14 (d, 2H), 6,32 (br s, 1H), 5,72 (d, 1H),
5,78 (br s, 2H), 3,89 (br s, 1H), 3,74 (d,d,d, 2H), 2,54 (m, 1H), 0,77 (d, 3H).

Ejemplo 2 de referencia

Ester (2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-o0xo0-2H-pirimidin-1-il)-2-isobutiriloximetil-4-metil-tetrahidro-furan-3-ilico del acido
isobutirico (25)

NH, o H,
— Me,CIL{ =
H o d / o< © (N /
O (0)
Ns Na 25
HO Me O, Me
2 Me,CH

El pH de una disolucion de 22 (0,700 g, 2,48 mmoles) en THF (7 ml) y salmuera diluida (7 ml) se ajusté con KOH
acuoso diluido hasta aprox. 11. Se afiadié lentamente (gota a gota) cloruro de isobutirilo (1,0 g) a la mezcla de
reaccion bifasica agitada enfriada con hielo mientras el pH se mantenia a un pH de alrededor de 11 afiadiendo KOH
acuoso diluido cuando fue necesario. El alcance de la reaccién se monitoriz6 mediante HPLC. 1 equiv. adicional
afiadido de cloruro de isobutirilo en la HPLC indic6 la conversién casi completa. La mezcla de reaccion se dejo en
reposo toda la noche a RT. La disolucion se diluyé con EtOAc (50 ml) y el pH de la fase acuosa se ajusté hasta
aprox. 7,5 con HCI conc. Las fases se separaron, y la fase organica se lavo tres veces con agua y se evaporo hasta
sequedad para obtener 25.

Ejemplo 3 de referencia
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Ester (2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-0xo-2H-pirimidin-1-il)-2-azido-4-hidroxi-2-hidroximetil-tetrahidro-furan-3-ilico  del
acido pentanoico (27)

H:
i i‘-
( : o
lipasa de Thermomyces lanuginosis HO 0. N
MTEBE - Tampén de fosfato - N -~

:- 3
I Me l Me

(R“ = H'Bll) R"

26

A una suspension del éster de dipentanoato 26 (R” = n-C4Hg, 1,9 g, 3,46 mmoles) en MTBE (13 ml) y tampodn de
fosfato (15 ml, fosfato sédico 5 mM y NaCl 0,1 M ajustado hasta pH de alrededor de 6,5) se afiadid Lipolase®
(alrededor de 2 ml) (lipasa de Thermomyces Lanuginosus, nimero de catalogo Sigma L 0777). La mezcla de
reaccion se calent6 hasta 35°C y se agitdé durante 2 h. El pH de la mezcla de reacciéon se mantuvo a 6,5 mediante
adicion de NaHCOs3. Después de 2 h, la reaccién continud hasta que se completé en un 8%. Se afiadieron 2 ml mas
de Lipolase®, y la agitacion se continué durante 6 h, después de lo cual se afiadié una alicuota adicional de 2 ml de
la enzima, y la reaccion se agitd durante 24 h mas. A la disolucion se afadié acetona (10 ml), MTBE (20 ml) y
salmuera (10 ml), y la reaccién se calentd a 50°C. Las fases se separaron, y la fase organica se extrajo dos veces
con MTBE caliente. Las fases organicas combinadas se lavaron dos veces con salmuera caliente, se secaron
(NazS0.), se filtraron y se concentraron a vacio.

Ejemplo 4 de referencia

Ester (2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-2-azido-3-butiriloxi-4-metil-tetrahidro-furan-2-ilmet del acido
tetradecanoico (28).

H, B,
oi R"_{ Oi
B o C,;H,,COOCH=CH, o
3 lipasa de Candida antartica
HO Me HO Me
THF
29 28: R"=C,H,,

Una suspension de 29 (1,0 g, 3,52 mmoles), miristato de vinilo (1,2 g, 4,57 mmoles), lipasa de Candida antartica
inmovilizada sobre resina de poliacrilato (0,30 g; n° de catélogo de Sigma L4777 de Novosoma) y THF (20 ml) se
calenté hasta 60°C toda la noche. El analisis por HPLC indico que la reaccion se habia completado alrededor de
33%, y se afadieron 2,4 ml mas de miristato de vinilo y 0,3 g de lipasa. Después de 48 h mas, la reaccién se habia
completado en un 50%, y se afiadieron 0,3 g més de enzima y 3 ml de miristato de vinilo. Después de
aproximadamente 80 h (tiempo de reaccion total), la conversion en el monoéster esta terminada. La mezcla de
reaccion bruta se filtr6 a través de CELITE®, y la almohadilla del filtro se lavé con THF. La fase organica combinada
se evapord. El residuo se disolvié en MeOH (50 ml) y se extrajo con hexano (2 x 20 ml). La disolucién metandlica se
evapord, y el residuo se disolvio en EtOAc, se lavo con NaHCO; y la fase de EtOAc se sect (NapS0.), se filtrd y se
evapord, para dar 0,930 g de 28 (R” = CisHz7) que se purificd por cromatografia sobre SiO, eluyendo con un
gradiente de MeOH/DCM (MeOH del 0 al 10%).

Ejemplo 5 de referencia

3',5-O-bis(L-valinil)-4'-azido-2'-3-C-metil-2’-desoxicitidina (34)
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N4-[(Dimetilamino)metilen]-4’-azido-2’-B-C-metiI-Z’-desoxicitidina (32).

Una disolucion de 22 (1,81 g, 6,42 mmoles) en DMF (30 ml) se tratd con dimetilacetal de la dimetilformamida (8,2 ml,
61,73 mmoles) y se agitdé durante 1,5 h a temperatura ambiente. La disolucién se evapord a presion reducida y se
coevapor6 con etanol. La cristalizacion en etanol/éter produjo el compuesto del titulo 32.

3’,5’-O-bis[N-(terc-ButoxicarboniI)-L-valiniI]-N4-[(dimetiIamino)metiIen]-4’-azido-2’-B-C-metiI-2’-desoxicitidina (33).

A una disolucién de 32 (1,26 g, 3,74 mmoles) en una mezcla de acetonitrilo seco (30 ml) y DMF (15 ml) se afiadié
sucesivamente Boc-Val-OH (1,62 g, 7,48 mmoles), EDC (1,43 g, 7,48 mmoles), TEA (1,04 ml, 7,48 mmoles) y DMAP
(0,1 g). La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se siguioé por HPLC, y la
mezcla de reaccion se recargd con Boc-Val-OH (0,63 g), EDC (0,72 g), TEA (0,52 ml) y DMAP (0,05 g). Después de
gue se consumié totalmente el material de partida, el disolvente se elimind a presién reducida. El residuo se recogio
en acetato de etilo y se lavé con agua y salmuera. La purificacion por cromatografia en columna sobre gel de silice
(gradiente de 5-40% de EtOAc en hexano) dio el compuesto del titulo 33.

3',5’-O-bis(L-valinil)-4’-azido-2’-3-C-metil-2’-desoxicitidina (sal de trihidrocloruro, 34).

A una disolucion concentrada de 33 (1,6 g, 2,17 mmoles) en EtOH se afiadieron lentamente 13 ml de HCI 1 M en
EtOH. La mezcla de reaccién se agitd durante 4 h a temperatura ambiente y se diluy6é con éter. El precipitado se
filtr6 y se lavé con éter para dar el compuesto del titulo 34 en forma de su sal de trihidrocloruro.

Ejemplo 6 de referencia

Preparacion alternativa de 3',5-O-bis(isobutiril)-4'-azido-2'-B-C-metil-2’-desoxicitidina. (Ester (2R,3S,4S,5R)-2-(4-
amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-il)-2-isobutiriloximetil-4-metil-tetrahidrofurano-3-ilico del &cido isobutirico) (25).

I

HO = N !
(o] N o o] o N-’ NQ,N\ v N
i-PrC0),0/ N
7r (HPrCO),0/Py NS Y NS r
HO Ma o“ (o]

. < ¢ .

3',5’-O-bis(isobutiril)-4'-azido-2'-3-C-metil-2’-desoxicitidina (25).

A una disolucién de 22 (1,26 g, 3,74 mmoles) en piridina seca (25 ml) se afiadié anhidrido isobutirico (1,77 g, 11,2
mmoles) a 0°C. La reaccion se siguié por HPLC vy, cuando se termind, se paralizé con agua para destruir el exceso
de anhidrido isobutirico y eliminar la proteccién de N*. Los disolventes se evaporaron a presion reducida y se
coevaporaron con etanol. El residuo se disolvio en acetato de etilo y se lavé con NaHCO3; y salmuera. La purificacién
por cromatografia en columna sobre gel de silice (gradiente de 10-40% de EtOAc en hexano) dio el compuesto del
titulo 25.

Ejemplo 7 de referencia

4’-Azido-3’-O-(L-valinil)-2'-B-C-metil-2’-desoxicitidina (37)
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N4,5’-O-bis(mon0metoxitritiI)-4’-azido-2’-B-C-metiI-2’-desoxicitidina (35).

Una mezcla de 22 (2,82 g, 10 mmoles) y MMTrCI (9,15 g, 30 mmoles) en piridina (50 ml) se agité toda la noche a
80°C. Después de afiadir MeOH (5 ml) y agitar durante otras 2 h, el disolvente se evaporé y el residuo se dividid
entre acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo con agua, con salmuera, y se evaporé. La purificacion por
cromatografia en columna sobre gel de silice (0-5% MeOH en DCM) proporcion6 el compuesto del titulo 35.

N4,5’-O-bis(monometoxitriti|)-4’-azido-3’-[N-(terc-butoxicarboniI)-L-vaIiniI]-2’-B-C-meti|-2’-desoxicitidina (36).

A una disolucion de 35 (3,09 g, 3,74 mmoles) en una mezcla de acetonitrilo seco (30 ml) y DMF (15 ml) se afiadieron
sucesivamente Boc-Val-OH (0,81 g, 3,74 mmoles), EDC (0,72 g, 3,74 mmoles), TEA (0,52 ml, 3,74 mmoles) y DMAP
(0,07 g). La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se sigui6é por HPLC, y la
mezcla de reaccidn se recarg6 con Boc-Val-OH (0,4 g), EDC (0,36 g), TEA (0,26 ml) y DMAP (0,04 g). Cuando el
material de partida se consumié por completo, el disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se recogié en
acetato de etilo y se lavé con agua y salmuera. La purificacion por cromatografia en columna sobre gel de silice
(gradiente de 5-40% de EtOAc en hexano) dio el compuesto del titulo 36.

4’-Azido-3’-O-(L-valinil)-2'-3-C-metil-2’-desoxicitidina (sal de dihidrocloruro, 37). A una disolucion concentrada de 36
(2,4 g, 2,34 mmoles) en EtOH se afiadieron lentamente 13 ml de HCI 1 M en EtOH. La mezcla de reaccién se agitd
durante 4 h a temperatura ambiente, y se diluyd con éter. El precipitado se filtr6 y se lavo con éter para dar el
compuesto del titulo (37) como la sal de dihidrocloruro.

Ejemplo 8 de referencia

4’-Azido-3’-O-isobutiril-2’-B-C-metil-2’-desoxicitidina (38).

@ 1) (-PrCOL0PY  HQ 2N\ NH,
PSR- UV

£ oy e pos

35 \ 38

4’-Azido-3'-O-isobutiril-2'-B-C-metil-2’-desoxicitidina (38).

A una disolucién de 35 (3,09 g, 3,74 mmoles) en piridina seca (25 ml) se afiadié anhidrido isobutirico (0,89 g, 5,61
mmoles) a 0°C. La reaccion se sigui6é por HPLC y, cuando se completd, se paraliz6 con agua para destruir el exceso
de anhidrido isobutirico. Los disolventes se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con etanol. El residuo
se disolvié en acetato de etilo, se lavé con NaHCOgs, con salmuera, y se evapord. El derivado de 3'-isobutirilo

20



10

15

20

25

ES 2392948 T3

protegido con MMTr bruto se disolvié en AcOH al 80% y se agitd a 50°C hasta la desproteccion completa de los
grupos MMTr. El disolvente se evapord, y el residuo se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (0-
20% de MeOH en DCM) para dar el compuesto del titulo 38.

Ejemplo 9 de referencia

5'-0-(L-valinil)-4’-azido-2'-p-C-metil-2’-desoxicitidina (43)
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5’-O-t-Butildimetilsilil-4’-azido-2’-3-C-metil-2’-desoxicitidina (39).

A una disolucion de 22 (2,82 g, 10 mmoles) en DMF (5 ml) se afiadié imidazol (1,02 g, 15 mmoles) y TBSCI (1,95 g,
13 mmoles). Cuando el material de parida se consumid, la mezcla de reaccion se paralizé con MeOH (1 ml) y se
dividié entre acetato de etilo y agua. La fase organica se lavd con agua y con salmuera, y se evaporo. El residuo se
purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (0-20% de MeOH en DCM) para dar el compuesto del titulo
39.

5’-O-t-ButiIdimetiIsiIiI-4’-azido-N4,3’-O-bis(monometoxitritiI)-2’-ﬁ-C-metiI-2’-desoxicitidina (40).

Una mezcla de 39 (3,7 g, 9,34 mmoles) y MMTrCI (8,63 g, 28 mmoles) en piridina seca (50 ml) se agité toda la
noche a 80°C. Después de afiadir MeOH (5 ml) y agitar durante otras 2 h, el disolvente se evaporé y el residuo se
dividi6 entre acetato de etilo y agua. La fase organica se lavd con agua y con salmuera, y se evaporoé. La purificacion
por cromatografia en columna sobre gel de silice (0-5% MeOH en DCM) dio el compuesto del titulo 40.

4’-Azido-N4,3’-O-bis(mon0metoxitritiI)-2’-B-C-metiI-2’-desoxicitidina (41).

Una disolucidn de 40 (5,3 g, 5,64 mmoles) en THF (20 ml) se traté con TBAF 1 M en THF (5,7 ml, 5,7 mmoles) y se
agitoé durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se diluy6é con acetato de etilo, se lavd con agua y
con salmuera, y se evapor6. La cromatografia sobre gel de silice (0-5% de acetato de etilo en CHCIs) dio el
compuesto del titulo 41.

5-[N-terc-ButoxicarboniI)-L-vaIiniI]-N4,3’-O-bis(monometoxitritiI)-4’-azido-2’-B-C-metiI-2’-desoxicitidina (42).

A una disolucién de 41 (3,09 g, 3,74 mmoles) en una mezcla de acetonitrilo seco (30 ml) y DMF (15 ml) se afiadieron
sucesivamente Boc-Val-OH (0,81 g, 3,74 mmoles), EDC (0,72 g, 3,74 mmoles), TEA (0,52 ml, 3,74 mmoles) y DMAP
(0,07 g). La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se siguié por HPLC, y la
mezcla de reaccidn se recarg6 con Boc-Val-OH (0,4 g), EDC (0,36 g), TEA (0,26 ml) y DMAP (0,04 g). Cuando el
material de partida se consumid por completo, el disolvente se retiré a presion reducida. El residuo se recogio en
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acetato de etilo y se lavé con agua y salmuera. La purificacion por cromatografia en columna sobre gel de silice
(gradiente de 5-40% de EtOAc en Hexano) dio el compuesto del titulo 42.

5'-0O-(L-valinil)-4'-azido-2’-B-C-metil-2’-desoxicitidina (sal de dihidrocloruro, 43). A una disoluciéon concentrada de 42
(2,4 g, 2,34 mmoles) en EtOH se afiadieron lentamente 13 ml de HCI 1 M en EtOH. La mezcla de reaccién se agito
durante 4 h a temperatura ambiente y se diluyé con éter. El precipitado se filtré y se lavé con éter para dar el
compuesto del titulo 43 como la sal de dihidrocloruro.

Ejemplo 10 de referencia

5'-O-isobutiril -4’-azido-2’-p-C-metil-2’-desoxicitidina (44)
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5'-O-isobutiril-4’-azido-2'-p-C-metil-2'-desoxicitidina (44).

A una disolucién de 41 (3,09 g, 3,74 mmoles) en piridina seca (25 ml) se afiadié anhidrido isobutirico (0,89 g, 5,61
mmoles) a 0°C. La reaccion se sigui6é por HPLC, y cuando se complet6 se paralizd con agua para destruir el exceso
de anhidrido isobutirico. Los disolventes se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con etanol. El residuo
se disolvié en acetato de etilo, se lavo con NaHCO3 y salmuera, y se evaporé. El derivado de 3'-isobutirilo protegido
con MMTr bruto se disolvio en AcOH al 80% y se agitd a 50°C hasta que se desprotegieron completamente los
grupos MMTr. El disolvente se evaporé y el residuo se purificéd por cromatografia en columna sobre gel de silice (0-
20% de MeOH en DCM) para dar el compuesto del titulo 44.

Ejemplo 11 de referencia
Ensayo de luciferasa de Renilla

Este ensayo mide la capacidad de los compuestos de férmula | para inhibir la replicacion de ARN de VHC, y por lo
tanto su utilidad potencial para el tratamiento de infecciones por VHC. El ensayo utiliza un informador como una
lectura simple del nivel de ARN del replicén de VHC intracelular. El gen de la luciferasa de Renilla se introdujo en el
marco de lectura abierto de un constructo de replicon NK5.1 (Krieger y col., J. Virol. 75:4614), inmediatamente
después de la secuencia del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), y se fusion6 con el gen de la neomicina
fosfotransferasa (NPTII) a través de un péptido 2A de autoescision del virus de la fiebre aftosa (Ryan y Drew, EMBO
Vol 13:928-933). Después de la transcripcion in vitro, el ARN se introdujo por electroporacion en células Huh7 de
hepatoma humano, y se aislaron y se expandieron colonias resistentes a G418. La linea celular seleccionada de
forma estable 2209-23 contiene ARN subgendmico de VHC replicativo, y la actividad de la luciferasa de Renilla
expresada por el replicon refleja su nivel de ARN en las células. El ensayo se llevd a cabo en placas duplicadas, una
en blanco opaco y la otra en transparente, para medir la actividad antiviral y la citotoxicidad de un compuesto
guimico en paralelo, asegurandose de que la actividad observada no se debe a una reduccion de la proliferacion
celular.

Se cultivaron células de replicon de VHC de luciferasa de Renilla (2209-23), cultivadas en MEM de Dulbecco
(GibcoBRL, n° de cat. 31966-021) con suero bovino fetal al 5% (FCS, GibcoBRL, n° de cat. 10106-169), en una
placa de 96 pocillos a 5000 células por pocillo, y se incubaron toda la noche. Veinticuatro horas después, se
afadieron diferentes diluciones de compuestos quimicos en el medio de crecimiento a las células, que después se
incubaron adicionalmente a 37°C durante tres dias. Al final del tiempo de incubacién, las células en placas blancas
se recogieron, y se midi6 la actividad de luciferasa usando un sistema de ensayo de luciferasa dual (Promega, n° de
cat. E1960). Todos los reactivos descritos en el parrafo siguiente se incluyeron en el kit del fabricante, y se siguieron
las instrucciones del fabricante para las preparaciones de los reactivos. Las células se lavaron dos veces con 200 pl
de disolucion salina tamponada con fosfato (pH 7,0) (PBS) por pocillo, y se lisaron con 25 ul de tampén de lisis
pasivo 1x antes de la incubacién a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afiadieron a cada pocillo 100
microlitros de reactivo LAR Il. La placa se insertd después en el luminémetro de microplacas LB 96V
(MicroLumatPlus, Berthold) y se inyectaron 100 ul de reactivo Stop & Glo® en cada pocillo, y la sefial se midio
usando un programa de medicién de 10 segundos con un retraso de 2 segundos. El valor de Clsg, la concentracion
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del farmaco necesaria para reducir el nivel del replicon en un 50% con relacién al valor de control de células no
tratadas, puede calcularse a partir del grafico del porcentaje de reduccién de la actividad de luciferasa frente a la
concentracién de farmaco.

Para el ensayo de citotoxicidad, se uso reactivo WST-1 de Roche Diagnostic (n° de cat. 1644807). Se afadieron diez
microlitros de reactivo WST-1 a cada pocillo, incluyendo los pocillos que contenian medio solo como blancos. Las
células después se incubaron durante 1 a 1,5 horas a 37°C, y el valor de DO se midié mediante un lector de placas
de 96 pocillos a 450 nm (filtro de referencia a 650 nm). De nuevo, el valor de CCsp, la concentracion del farmaco
necesaria para reducir la proliferacion celular en un 50% con relacion al valor de control de células no tratadas,
puede calcularse a partir del grafico de la reduccién en porcentaje del valor de WST-1 frente a la concentracion de
farmaco.

Ejemplo 12 de referencia
Ensayo de MT4/XTT

Los compuestos de la descripcién también pueden ensayarse para determinar la actividad contra infecciones
concomitantes. Por ejemplo, los individuos con riesgo de infecciones transmitidas a través de la sangre, tales como
VHC, algunas veces se coinfectan con VIH.

Los compuestos pueden ensayarse para determinar la actividad del VIH, por ejemplo usando miltiples
determinaciones con XTT en células MT-4 (Weislow y col., J Nat Cancer Inst 1989, vol 81, n° 8, 577 y siguientes),
preferentemente incluyendo determinaciones en presencia de suero humano al 40-50% para indicar la contribucion
de la unién de proteinas. En resumen, un ensayo de XTT tipico usa la linea celular MT4 de linfocitos T humanos
cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10% (o suero humano al 40-50%, segln sea
apropiado), penicilina y estreptomicina, sembradas en microplacas de 96 pocillos (2-104 células/pocillo) infectadas
con 10-20 DICTsg (dosis infecciosa del 50% en cultivo de tejidos) por pocillo de virus VIH-1;g (tipo salvaje) o de virus
mutante, tales como los que poseen mutaciones RT lle 100, Cys 181 o Asn 103. Se afladen compuestos de ensayo
diluidos en serie a los pocillos respectivos, y el cultivo se incuba a 37°C en una atmoésfera enriquecida en CO», y se
determina la viabilidad de las células en el dia cinco o seis con colorante vital XTT. Los resultados se presentan
tipicamente como valor de DEsy uM. El compuesto del Ejemplo 1 de Referencia presenta un valor de DEsy de
alrededor de 0,6 uM en un ensayo XTT.

Ejemplo 13 de referencia
Concentracion de trifosfato intracelular y semivida

La supuesta especie activa de los compuestos de la descripcion es trifosfato de B-D-2'-desoxi-2'-B-C-metil-4'-
azidocitidina. La estabilidad del trifosfato se determina en hepatocitos primarios humanos frescos (CellzDirect o In
Vitro Technologies), preincubados con el compuesto progenitor tritiado. Los hepatocitos se cultivan en placas de 6
pocillos revestidas de colageno (BD Biosciences), tipicamente a 1,5 millones de células/pocillo, usando medio
completo que contiene suero (CellzDirect o In Vitro Technologies)/37°C/5% de CO,. Existen diversas cepas de
hepatocitos, tales como Hu497, MHL-091806 y Hu504, y por lo tanto es util ensayar dichas cepas en paralelo y
calcular los valores medios a partir de una serie de cepas.

La preincubacion se realiza tipicamente durante 24 horas con 2 pM del compuesto progenitor tritiado a 10 uCi/ml. A
to, la monocapa celular se lava con medio de cultivo celular para eliminar el compuesto progenitor extracelular, y los
cultivos celulares se vuelven a incubar con medio de cultivo celular reciente. La concentracion de trifosfato
intracelular se cuantifica a diferentes puntos de tiempo hasta 72 horas. Son puntos de tiempo convenientes 0, 0,5, 1,
2,4,6,8, 24,48y 72 horas con cultivos celulares por duplicado para cada punto de tiempo.

En el punto de tiempo apropiado, las células se recogen aspirando el medio de cultivo celular y lavando las células
con PBS frio. Las células se raspan en un medio de extraccion tal como 1 ml de metanol al 60% (v/v) enfriado
previamente, y se extraen en metanol durante 24 h a -20°C. Las muestras extraidas se centrifugan para retirar el
desecho celular. El sobrenadante se retira a tubos limpios, se evapora y se almacena en nitrégeno liquido para el
andlisis. Los peletes secos de extracto celular se disuelven en agua y se nanofiltran (por ejemplo, dispositivo
centrifugo nanosep, Pall Life Sciences). Antes del andlisis de HPLC, a las muestras se les afiaden patrones de
referencia no marcados para el compuesto progenitor y sus formas de monofosfato, difosfato y trifosfato. Un sistema
de HPLC tipico emplea una HPLC de intercambio idénico con una columna Whatman Partisil 10SAX (4,6 x 250 mm)
acoplada a un detector radiométrico (tal como B-RAM, IN/US Systems Inc). Una fase movil convencional es un
gradiente lineal del 0% de tampdn acuoso al 100% de tampén de fosfato (por ejemplo, KH,PO4 0,5 M/KCI 0,8 M) a
caudales tales como 1 ml/min. Para la deteccién de especies radiomarcadas en el B-RAM, puede usarse una
relacion 5:1 de FloScint IV o UltimaFloAP (Perkin Elmer) a eluyente de la columna. Los metabolitos progenitores e
intracelulares se identifican por comparacion de los tiempos de retencion de la especie intracelular en el
radiocromatograma con la retencion de los patrones de referencia no radiactivos afiadidos en las muestras de
extracto celular, y se detectan por absorcion UV, tipicamente a 270 nm.
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El transcurso de tiempo de la captacién y la fosforilacion se mide de una forma analoga, con lo que se incuban
hepatocitos primarios humanos con compuesto tritiado de la invencion, por ejemplo 2 uM y 10 pCi/ml. Un transcurso
de tiempo adecuado es la adiciéon a cultivos duplicados de compuesto a 72, 48, 24, 16, 6 y 1 hora antes de la
recoleccion celular. Para determinar la respuesta a la dosis de la fosforilacion de los compuestos de la invencion, se
incuban hepatocitos primarios humanos con compuesto de ensayo tritiado, por ejemplo a 0, 2, 10, 25, 50, 100 y 250
uM durante 24 horas. Las concentraciones finales se logran suplementando con compuesto de ensayo no
radiomarcado. Se recogen cultivos de células por duplicado, generalmente después de 24 horas de incubacion.

En dichos ensayos, la semivida media del trifosfato de los compuestos de la descripcion fue de 21,4 horas
(desviacion estandar 4,22 horas). El nivel de trifosfato en estado estacionario a 24 horas a 2 uM es alrededor de 15
pM/millén de células. Usando 3 pl como el volumen medio de células parenquimatosas de higado humano, esta
concentracion de trifosfato corresponde a un valor sustancialmente superior al valor de Ki del compuesto progenitor.

Una semivida de trifosfato prolongada y una concentracion elevada implican que en las células infectadas por VHC
estaran presentes concentraciones antiviralmente activas de las especies activas durante periodos de tiempo
prolongados después de la dosificacion. Esto significa a su vez que los niveles valle diurnos minimos se mantendran
elevados incluso con la dosificacion QD (una vez al dia), minimizando de esta forma las oportunidades de una
exposicion subdptima al farmaco que dé como resultado el desarrollo de mutantes de escape del farmaco.

A diferencia de la semivida prolongada del trifosfato de los compuestos previos, la semivida del trifosfato del
compuesto analogo 2'-B-C-metilico PSI-6130 (B-D-2'-desoxi-2'-fluoro-2'-p-C-metilcitidina (representado mas

adelante) fue sélo de 4,7 horas, con una concentracidon de trifosfato en estado estacionario de 24 horas de
Unicamente 1,3 pM/millon de células.

HO F PSI-6130

Ejemplo 14 de referencia

Las composiciones farmacéuticas de los compuestos descritos para administracion por varias vias se prepararon
como se describe en este Ejemplo.

Composicion para Administracion Oral (A)

Ingrediente % plp
Principio activo 20,0%
Lactosa 79,5%

Estearato de magnesio 0,5%

Los ingredientes se mezclan y se introducen en capsulas que contienen alrededor de 500 a 1000 mg cada una.

Composicion para Administraciéon Oral (B)

Ingrediente % p/p

Principio activo 20,0%
Estearato de magnesio 0,5%
Croscarmelosa sédica 2,0%
Lactosa 76,5%

PVP (polivinilpirrolidina) 1,0%

24



ES 2392948 T3

Los ingredientes se combinan y granulan usando un disolvente tal como metanol. La formulacion se seca después y
se conforma en comprimidos (que contienen alrededor de 20 mg de compuesto activo) con una maquina de
comprimidos apropiada.

Composicion para Administracion Oral (C)

Ingrediente % pl/p
Compuesto activo 10g
Acido fumérico 0,59
Cloruro sédico 20g
Metil parabeno 0,15¢g
Propil parabeno 0,05¢g
Azucar granulado 2559

Sorbitol (disolucion al 70 %) 12,85g

Veegum K (Vanderbilt Co.) 1,09

Saborisante 0,035 ml
Colorantes 0,5mg
Agua destilada c.s. hasta 100 ml

Los ingredientes se mezclan para formar una suspension para administracion oral.

Formulacién Parenteral (D)

Ingrediente % plp
Ingrediente activo 0,25¢g
Cloruro sédico c.s. para hacer la disolucion isot6nica

Agua para inyeccién hasta 100 ml

El ingrediente activo se disuelve en una porcioén del agua para inyeccion. Después se afiade una cantidad

10 suficiente de cloruro sddico con agitacion para hacer la disolucion isotonica. La disolucion se completa en peso con
el resto del agua para inyeccion, se filtra a través de un filtro de membrana de 0,2 micrometros y se envasa en
condiciones estériles.

Formulacién de Supositorio (E)

Ingrediente % pl/p
Ingrediente activo 1,0%
Polietilenglicol 1000 74,5 %
Polietilenglicol 4000 245 %

15 Los ingredientes se funden juntos y se mezclan en un bafio de vapor, y se vierten en moldes que contienen 2,5 g de
peso total.
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