ES 2477342 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacién: 2 477 342
@Int. Cl.:

CO07D 401/10 (2006.01)
CO07D 401/04 (2006.01)
A61K 31/513 (2006.01)
A61K 31/4709  (2006.01)
A61K 45/06 (2006.01)
CO07D 401/14 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  10.08.2011  E 11746520 (3)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 14.05.2014  EP 2603501

T3

Tl’tulo: Compuestos heterociclicos antivirales

Prioridad:

13.08.2010 US 373434 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
16.07.2014

@ Titular/es:

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (100.0%)
Grenzacherstrasse 124
4070 Basel, CH

@ Inventor/es:

LI, JIMy
TALAMAS, FRANCISCO XAVIER

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2477342 T3

DESCRIPCION
Compuestos heterociclicos antivirales

La presente invencién proporciona compuestos no nucleésidos que son inhibidores de la polimerasa viral de RNA
dependiente de RNA de HCV. Estos compuestos son Utiles para el tratamiento de las infecciones virales de RNA
dependientes de RNA. Son especialmente utiles como inhibidores de la polimerasa NS5B del virus de la hepatitis C
(HCV), como inhibidores de la replicacion del HCV y para el tratamiento de la infeccion de la hepatitis C.

El virus de la hepatitis C es la principal causa de enfermedades hepaticas crénicas en todo el mundo (Boyer, N. y
col., J. Hepatol. 32, 98-112, 2000). Los pacientes infectados con el HCV corren el riesgo de desarrollar cirrosis
hepatica y sufrir el consiguiente carcinoma hepatocelular, por ello el HCV es la principal indicacién para el trasplante
de higado.

Se ha clasificado el HCV como perteneciente al grupo de los virus llamados Flaviviridae que incluye los géneros de
los flavivirus, pestivirus y hapaceivirus, que incluye los virus de la hepatitis C (Rice, C.M., Flaviviridae: The viruses
and their replication; en: Fields Virology, coordinadores: B.N. Fields, D.M. Knipe y P.M. Howley, Lippincott-Raven
Publishers, Philadelphia, Pa., capitulo 30, 931-959, 1996). El HCV es un virus con envoltura que contiene un
genoma de RNA de hebra simple y sentido positivo de aproximadamente 9,4 kb. EI genoma virico contiene una
regiéon 5’ no traducida (UTR), un marco largo de lectura abierto, que codifica al producto previo de sintesis de una
poliproteina, de aproximadamente 3011 aminoacidos y una regién 3’ UTR corta.

Con el andlisis genético del HCV se han identificado seis genotipos principales que difieren en mas del 30% de la
secuencia del DNA. Se han diferenciado méas de 30 subtipos. En EE.UU., aproximadamente el 70% de los individuos
infectados tienen la infeccién de tipo 1a y 1b. El tipo 1b es el subtipo predominante en Asia (X. Forns y J. Bukh,
Clinics in Liver Disease 3, 693-716, 1999; J. Bukh y col., Semin. Liv. Dis. 15, 41-63, 1995). Lamentablemente, las
infecciones de tipo 1 son mas resistentes a la terapia que los genotipos del tipo 2 6 3 (N.N. Zein, Clin. Microbiol. Rev.
13, 223-235, 2000).

Las proteinas estructurales virales incluyen una proteina de nucleo de nucleocapside (C) y dos glucoproteinas de
envoltura, la E1 y la E2. El HCV codifica también a dos proteasas, una metaloproteinasa dependiente de cinc codifi-
cada por la region NS2-NS3 y una serina-proteasa codificada por la region NS3. Estas proteasas son necesarias
para la rotura de las regiones especificas de la poliproteina previa de sintesis de los péptidos maduros. La mitad
carboxilo de la proteina 5 no estructural, la NS5B, contiene la polimerasa de RNA dependiente de RNA. La funcién
de las demas proteinas no estructurales, la NS4A y la NS4B y la de la NS5A (la mitad amino-terminal de la proteina
no estructural 5) continda siendo desconocida. Se cree que la mayoria de las proteinas no estructurales codificadas
por el genoma de RNA del HCV intervienen en la replicacion del RNA.

Actualmente se dispone de un numero limitado de terapias aprobadas para el tratamiento de la infeccion del HCV.
Se han revisado las estrategias terapéuticas nuevas y ya conocidas para tratar el HCV y para la inhibicion de polime-
rasa NS5B del HCV: R.G. Gish, Sem. Liver Dis. 19, 5, 1999; Di Besceglie, A.M. y Bacon, B.R., Scientific American,
octubre de 1999, 80-85; G. Lake-Bakaar, Current and Future Therapy for Chronic Hepatitis C Virus Liver Disease,
Curr. Drug Targ. Infect Dis. 3(3), 247-253, 2003; P. Hoffmann y col., Recent patent on experimental therapy for
hepatitis C virus infection (1999-2002), Exp. Opin. Ther. Patents 13(11), 1707-1723, 2003; M.P. Walker y col.,
Promising Candidates for the treatment of chronic hepatitis C, Exp. Opin. Investing. Drugs 12(8), 1269-1280, 2003;
S.-L. Tan y col., Hepatitis C Therapeutics: Current Status and Emerging Strategies, Nature Rev. Drug Discov. 1, 867-
881, 2002; J.Z. Wu y Z. Hong, Targeting NS5B RNA-Dependent RNA Polymerase for Anti-HCV Chemotherapy, Curr.
Drug Targ. - Infect. Dis. 3(3), 207-219, 2003.

La ribavirina (amida del acido 1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il)-1H-[1,2,4]triazol-3-

carboxilico; Virazole®) es un analogo de nucledsido sintético antivirico de amplio espectro, que no induce al
interferén. La ribavirina tiene actividad “in vitro” contra diversos virus de DNA y RNA incluidos los Flaviviridae (Gary
L. Davis, Gastroenterology 118, S104-S114, 2000). Aunque en la monoterapia, la ribavirina reduce los niveles
normales de aminotransferasa en suero en el 40% de los pacientes, pero no reduce los niveles de HCV-RNA en
suero. La ribavirina presenta ademas una toxicidad significativa y se sabe que induce la anemia. La viramidina es un
profarmaco que, por accion de la adenosina-desaminasa, se convierte en la ribavirina en los hepatocitos (ver J.Z.
Wu, Antivir. Chem. Chemother. 17(1), 33-9, 2006).

Durante casi una década se ha recurrido a los interferones (IFN) para el tratamiento de la hepatitis crénica. Los IFN
son glucoproteinas producidas por las células inmunes en respuesta a una infeccion viral. Se han reconocido dos
tipos diferentes de interferones: el tipo 1 influye a varios interferones alfa y un interferén beta; el tipo 2 incluye al
interferéon gamma. Los interferones del tipo 1 se producen principalmente en células infectadas y protegen las
células vecinas de la infeccion “de novo”. Los IFN inhiben la replicacion virica de muchos virus, incluido el HCV vy, si
se emplea como tratamiento Unico de la infeccion de la hepatitis C, el IFN suprime el HCV-RNA del suero hasta
niveles indetectables. Ademas, el IFN normaliza los niveles de aminotransferasa en suero. Lamentablemente, los
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efectos del IFN son transitorios. Cuando se interrumpe la terapia se observa un indice de recaida del 70% y
unicamente un 10-15% presenta una respuesta virolégica sostenida, con niveles normales de alanina-transferasa en
suero (Davis, Luke-Bakaar, lugar citado).

Una limitacién de la primera terapia de IFN era la rapida desaparicion de la proteina de la sangre. La derivatizacion
quimica del IFN con polietilenglicol (PEG) ha dado lugar a proteinas de propiedades farmacocinéticas sustancial-

mente mejoradas. El PEGASYS® es un conjugado de interferén a-2a y con un PEG mono-metoxi ramificado de 40

kD y el PEG-INTRON® es un conjugado de interferén a-2b con un monometoxi-PEG de 12 kD (B.A. Luxon y col.,
Clin. Therap. 24(9), 1363-1383, 2002; A. Kozlowski y J.M. Harris, J. Control. Release 72, 217-224, 2001).

La terapia de combinacion del HCV basada en la ribavirina y el interferén a es la terapia 6ptima actual para el HCV.
Combinando la ribavirina con el PEG-IFN (ver mas abajo) se obtiene una respuesta virica persistente en un 54-56%
de los pacientes con el tipo 1 del HCV. El SVR se aproxima al 80% para los tipos 2 y 3 del HCV (Walker, lugar
citado). Lamentablemente, la terapia de combinacion produce también efectos secundarios, que plantean retos
clinicos. La depresion, los sintomas de tipo gripal y las reacciones cutaneas se han asociado con la administracion
subcutanea del IFN-a y la anemia hemolitica se ha asociado con el tratamiento sostenido con ribavirina.

Ahora se ha identificado un gran nimero de dianas moleculares potenciales para el desarrollo de farmacos que
como terapias anti-HCV que incluyen, pero no se limitan a: la autoproteasa NS2-NS3, la proteasa NS3, la helicasa
NS3 y la polimerasa NS5B. La polimerasa de RNA dependiente de RNA es absolutamente esencial para la
replicacion del genoma de RNA de hebra simple y sentido positivo. Esta enzima ha despertado un interés
significativo entre los quimicos médicos.

Los compuestos de la presente invencién y sus sales farmacéuticamente aceptables son también utiles para el
tratamiento y la prevencion de infecciones virales, en especial de la infeccion de la hepatitis C, y de enfermedades
de hospedantes vivos, cuando se emplean en combinacion entre si y con otros agentes biolégicamente activos,
incluido, pero sin limitarse a él, el grupo formado por el interferdn, un interferén pegilado, la ribavirina, los inhibidores
de proteasa, los inhibidores de polimerasa, los compuestos pequefios que interfieren en el RNA, los compuestos
antisentido, los analogos de nucledtidos, los analogos de nucledsidos, las inmunoglobulinas, los inmu-
nomoduladores, los protectores hepaticos, los agentes antiinflamatorios, los antibioticos, los compuestos antivirales
y antiinfecciosos. Tal terapia de combinaciéon puede consistir ademas en aportar un compuesto de la invencion, ya
sea de modo concomitante, ya sea de modo sucesivo, con otros agentes o potenciadores medicinales, por ejemplo
la ribavirina y compuestos afines, la amantadina y compuestos afines, los diversos interferones, por ejemplo el
interferdn alfa, interferon beta, interferon gamma y similares, asi como las formas alternativas de interferones como
son los interferones pegilados. Pueden administrarse adicionalmente combinaciones de ribavirina e interferéon en
forma de terapia de combinacion adicional en la que se incluya por lo menos uno de los compuestos de la presente
invencion.

Otros interferones actualmente en desarrollo incluyen al albinterferon-a-2b (albuferon), el IFN-omega con los
productos DUROS, LOCTERON™ vy el interferon-a-2b XL. Tan pronto estos y otros interferones se lancen al
mercado, ahora ya se anticipa su utilizacién en combinacion con los compuestos de la presente invencion.

Los inhibidores de la polimerasa del HCV son otra diana del descubrimiento farmacoldégico y los compuestos en
desarrollo incluyen al R-1626, R-7128, IDX184/IDX102, PF-868554 (Pfizer), VCH-759 (ViroChem), GS-9190
(Gilead), A-837093 y A-848837 (Abbot), MK-3281 (Merck), GSK949614 y GSK625433 (Glaxo), ANA598 (Anadys),
VBY 708 (ViroBay).

Los inhibidores de proteasa NS3 del HCV se han identificado también como potencialmente utiles para el trata-
miento del HCV. Los inhibidores de proteasa que se hallan en fase de ensayos clinicos incluyen al VX-950
(Telaprevir, Vertex), SCH503034 (Broceprevir, Schering), TMC435350 (Tibotec/Medivir) y ITMN-191 (Intermune).
Otros inhibidores de proteasa que se hallan en las fases iniciales del desarrollo incluyen al MK7009 (Merck), BMS-
790052 (Bristol Myers Squibb), VBY-376 (Virobay), IDXSCA/IDXSCB (ldenix), BI12202 (Boehringer), VX-500
(Vertex), PHX1766 (Phenomix).

Otras dianas de la terapia anti-HCV que se hallan en investigacion incluyen los inhibidores de la ciclofilina que
inhiben la fijacion del RNA sobre el NS5b, nitazoxanida, celgosivir (Migenix), un inhibidor de la a-glucosidasa-1, los
inhibidores de caspasa, los agonistas de receptores de tipo Toll y los inmunoestimulantes como la zadaxina
(SciClone).

Actualmente no hay tratamiento preventivo contra el virus de la hepatitis C (HCV) y las terapias actualmente
existentes, que van dirigidas solamente contra el HCV, son limitadas. Es esencial el disefio y el desarrollo de nuevos
compuestos farmacéuticos.
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El término “un” o “una” entidad utilizada en esta descripcion indica una o varias entidades; por ejemplo, un com-
puesto significa uno o varios compuestos y por lo menos un compuesto. En este sentido, los términos “un” (o “una”),
“uno o mas” y “por lo menos uno” pueden utilizarse indistintamente.

La frase “tienen los significados definidos anteriormente” se refiere a la definicion mas amplia de cada grupo
establecida en el resumen de la invencion o en la reivindicacién mas amplia. En las demas formas de ejecucion
mencionadas a continuacion, los sustituyentes, que pueden estar presentes en cada forma de ejecucion y que no se
definan explicitamente, conservaran la definicion mas amplia establecida en el resumen de la invencion.

Tal como se emplean en esta descripcion, ya sea en una frase provisional, ya sea en el cuerpo de la reivindicacion,
los términos “comprende(n)”’ y “comprender” deben interpretarse en el sentido mas amplio. Es decir, los términos
tienen que interpretarse como sinénimos de “tienen por lo menos” o “incluyen por lo menos”. Cuando se emplea en
el contexto de un proceso, el término “comprender” significa que el proceso incluye por lo menos los pasos aludidos,
pero puede incluir otros pasos adicionales. Si se emplea en el contexto de un compuesto o composicion, el término
“comprender” significa que el compuesto o composicion incluye por lo menos las caracteristicas o componentes
mencionados, pero puede tener otras caracteristicas o componentes adicionales.

El término “con independencia” se emplea aqui para indicar que una variable se aplica en cualquier caso sin tener
en cuenta la presencia o ausencia de una variable que tenga la misma definicion u otra definicién distinta dentro del
mismo compuesto. Por consiguiente, en un compuesto en el que R” aparezca dos veces y se defina como “con
independencia carbono o nitrégeno”, entonces ambos R” pueden ser carbono, ambos R” pueden ser nitrégeno o un
R” puede ser carbono y el otro nitrégeno.

Si una variable cualquiera (p.ej., R', R® Ar, X' 0 Het) aparece mas de una vez en un componente o en cualquier
férmula que describa o represente a los compuestos empleados o reivindicados en la presente invencién, su
definicion en cada aparicion es independiente de su definicion en el resto de apariciones. Ademas son permisibles
las combinaciones de sustituyentes y/o variables solamente en el caso que den lugar a compuestos estables.

Los simbolos “*” en el extremo de un enlace o “-----" trazados a través de un enlace indican en cada caso el punto de
unién de un grupo funcional o otro resto quimico al resto de la molécula, de la que forma parte. Por ejemplo:

MeC(=0)OR¢ enel que R = »—<] 0 +<] ——=> MeC(=0)0—< _

Un enlace trazado hacia el interior de un sistema ciclico (a diferencia del conectado a un vértice concreto) indica que
el enlace puede unirse a cualquiera de los atomos adecuados de dicho anillo.

Los términos “opcional” u “opcionalmente” aqui empleados indican que el acontecimiento o circunstancia que se
menciona a continuacién puede ocurrir, pero no de forma forzosa y que la definicién incluye los casos en los que el
acontecimiento o circunstancia suceden y los casos en los que no sucede. Por ejemplo “opcionalmente sustituido”
indica que el resto opcionalmente sustituido puede incorporar un hidrégeno o un sustituyente.

El término “aproximadamente” aqui empleado indica en la region de, a grandes rasgos, o bien en torno a. Cuando se
emplea el término “aproximadamente” en combinacién con un intervalo numérico, entonces modifica este intervalo
extendiendo los limites superior e inferior del intervalo numérico determinado. En general, el término
“aproximadamente” se emplea para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido con
una varianza del 20 %.

Tal como se emplea aqui, la enumeracion de un intervalo numérico de una variable se realiza para indicar que la
invencion puede llevarse a la practica cuando dicha variable adopta uno cualquiera de los valores comprendidos
dentro de dicho intervalo. Por ejemplo, una variable que sea intrinsecamente discreta puede ser igual a cualquier
valor entero del intervalo numeérico, incluidos los valores inicial y final de dicho intervalo. De modo similar, si una
variable es intrinsecamente continua, dicha variable puede adoptar cualquier valor real del intervalo numérico,
incluidos los valores inicial y final del intervalo. Por ejemplo, una variable que se describe diciendo que tiene valores
comprendidos entre 0 y 2, podra ser 0, 1 6 2 cuando dicha variable sea intrinsecamente discreta y podra ser 0,0, 0,1,
0,01, 0,001 o cualquier valor real cuando dicha variable sea intrinsecamente continua.

Los compuestos del presente invento presentan tautomeria. Los compuestos tautdmeros pueden existir en forma de
dos o mas especies interconvertibles. Los tautébmeros prototropicos resultan de la migracion de un &tomo de
hidrégeno unido mediante enlace covalente entre dos atomos. Los tautomeros existen normalmente en equilibrio y
los intentos de aislar tautdmeros individuales habitualmente dan lugar a una mezcla, cuyas propiedades fisicas y
quimicas son consistentes con una mezcla de compuestos. La posicion de equilibrio depende de las propiedades
quimicas de la molécula. Por ejemplo, en muchos aldehidos y cetonas alifaticos, tales como el acetaldehido,
predomina la forma ceto; mientras que en los fenoles predomina la forma enol. Los tautémeros prototrépicos habi-
tuales incluyen a los tautomeros ceto/enol (-C(=0)-CH- <> -C(-OH)=CH-), amida/acido imidico (-C(=O)-NH- < -C(-
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OH)=N-) y amidina (-C(=NR)-NH- <> -C(-NHR)=N-). Los dos ultimos son particularmente frecuentes en los anillos
heteroarilo y heterociclico y la presente invencién abarca todas las formas tautémeras de los compuestos.

Los compuestos del presente invento pueden contener un centro basico o acido y las sales apropiadas se formaran
con acidos o bases que permitan formar sales no téxicas que tengan una actividad antiviral similar. Los ejemplos de
sales de acidos inorganicos incluyen el clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, cloruro, bromuro, yoduro, sulfato,
bisulfato, nitrato, fosfato, hidrogenofosfato. Los ejemplos de sales de acidos organicos incluyen a las sales acetato,
fumarato, pamoato, aspartato, besilato, carbonato, bicarbonato, camsilato, D- y L-lactato, D- y L-tartrato, esilato,
mesilato, malonato, orotato, gluceptato, metilsulfato, estearato, glucuronato, 2-napsilato, tosilato, hibenzato,
nicotinato, isetionato, malato, maleato, citrato, gluconato, succinato, sacarato, benzoato, esilato y pamoato. Véase
una revision de las sales idéneas en Berge y col., en J. Pharm. Sci. 66, 1-19, 1977 y G.S. Paulekuhn y col., J. Med.
Chem. 50, 6665, 2007.

Los términos cientificos y técnicos que se emplean aqui tienen los significados habitualmente aceptados entre los
expertos en quimica organica, ambito al que pertenece la presente invencidn, a menos que se indique otra cosa. Se
remite a varias metodologias y materiales, ya conocidos por los expertos. Los manuales estandar que describen los
principios generales de la farmacologia incluyen el Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 10° ed., McGraw Hill Companies Inc., Nueva York (2001). Los materiales de partida y los reactivos
empleados para obtener estos compuestos son por lo general productos comerciales, suministrados por
proveedores tales como Aldrich Chemical Co. o pueden obtenerse por métodos ya conocidos de los expertos en la
materia aplicando procedimientos descritos en manuales de referencia. Los materiales, reactivos y similares que se
indican en la siguiente descripcion y en los ejemplos pueden adquirirse a proveedores comerciales, a menos que se
indique otra cosa. Los procedimientos sintéticos generales se describen en tratados tales como el Fieser and
Fieser's Reagents for Organic Synthesis; Wiley & Sons: Nueva York, volimenes 1-21; R.C. LaRock, Comprehensive
Organic Transformations, 22 edicién, Wiley-VCH, Nueva York 1999; Comprehensive Organic Synthesis, B. Trost e .
Fleming (coordinadores), vol. 1-9, Pergamon, Oxford, 1991; Comprehensive Heterocyclic Chemistry, A.R. Katritzky y
C.W. Rees (coord.), Pergamon, Oxford 1984, vol. 1-9; Comprehensive Heterocyclic Chemistry Il, A.R. Katritzky y
C.W. Rees (coord.), Pergamon, Oxford 1996, vol. 1-11; y Organic Reactions, Wiley & Sons: Nueva York, 1991,
volumenes 1-40, que son manuales que resultaran familiares a los expertos.

En otra forma de ejecucion de la presente invencién se proporciona una composiciéon que contiene un compuesto de
la formula 1, en la que R', R%, R®, R* R®, R* R*, R°, R? R° R° RY R% R, Ry n tienen los significados definidos
anteriormente, con por lo menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término “alquilo” se emplea aqui sin mas limitacion, solo o en combinacién con otros grupos, para indicar un resto
hidrocarburo saturado, monovalente, de cadena lineal o ramificada, que contiene de 1 a 10 atomos de carbono. Tal
como se emplea aqui, “alquilo C1.s” indica un resto alquilo formado por 1 - 6 carbonos. Los ejemplos de restos alquilo
incluyen, pero no se limitan a: metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, t-butilo, neopentilo, hexilo y octilo.
Cualquier enlace carbono-hidrégeno puede reemplazarse por un enlace carbono-deuterio sin apartarse del alcance
de la invencién.

Las definiciones aqui descritas pueden tener prefijos o sufijos para formar combinaciones quimicamente
importantes, por ejemplo “heteroalquilarilo”, “haloalquilheteroarilo”, “arilalquilheterociclilo”, “alquilcarbonilo”,
“alcoxialquilo” y similares. Cuando el término “alquilo” se emplea como sufijo después de otro término, por ejemplo
en “fenilalquilo” o (“arilalquilo”) o “hidroxialquilo”, esto indica que un resto alquilo, ya definido antes, esta sustituido
por uno o dos sustituyentes elegidos entre el otro grupo que se menciona especificamente. Asi, por ejemplo,
“fenilalquilo” indica un resto alquilo que tiene uno o dos sustituyentes fenilo e incluye, por tanto, al bencilo, feniletilo y
bifenilo. Un “alquilaminoalquilo” es un grupo alquilo que tiene uno o dos sustituyentes alquilamino. “Hidroxialquilo”
incluye al 2-hidroxietilo, 2-hidroxipropilo, 1-(hidroximetil)-2-metil-propilo, 2-hidroxibutilo, 2,3-dihidroxibutilo, 2-(hidroxi-
metilo), 3-hidroxipropilo, etcétera. Por consiguiente, tal como se emplea aqui, el término “hidroxialquilo” indica un
subgrupo de restos heteroalquilo, definido a continuacién. El término “(ar)alquilo” indica un resto alquilo sin sustituir o
un aralquilo. El término “(hetero)arilo” indica un resto arilo o un resto heteroarilo.

Tal como se emplea aqui, el término “alquileno” indica un resto hidrocarburo saturado divalente lineal, de 1 a 10
atomos de carbono (p.ej., (CH2),) o un resto hidrocarburo saturado divalente ramificado, de 2 a 10 atomos de
carbono (p. €j., -CHMe- o -CH2CH(i-Pr)CHz-), a menos que se indique otra cosa. “Alquileno Co.4” indica un resto
hidrocarburo saturado divalente, lineal o ramificado que contiene 1-4 dtomos de carbono o, en el caso Cy, indica que
se omite el resto alquileno. Excepto que en el caso del metileno, las valencias abiertas de un resto alquileno no
estaran unidas al mismo atomo. Los ejemplos de restos alquileno incluyen, pero no se limitan a: metileno, etileno,
propileno, 2-metil-propileno, 1,1-dimetil-etileno, butileno, 2-etilbutileno.

El término “alcoxi” se emplea aqui para indicar un grupo -O-alquilo, en el que alquilo tiene el significado definido
anteriormente, por ejemplo metoxi, etoxi, n-propiloxi, i-propiloxi, n-butiloxi, i-butiloxi, t-butiloxi, pentiloxi, hexiloxi,
incluidos sus isdmeros. Tal como se emplea aqui, “alcoxi inferior” indica un resto —O-alquilo, en el que alquilo es
“alquilo inferior” ya definido anteriormente. Tal como se emplea aqui, “alcoxi C1.1¢” indica un resto -O-alquilo, en el
que alquilo es alquilo C1-1o.
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El término “haloalquilo” se emplea aqui para indicar un resto alquilo de cadena lineal o ramificada, ya definido, en el
que 1, 2, 3 o mas atomos de hidrégeno se sustituyen por un haldégeno. Los ejemplos son 1-fluormetilo, 1-clorometilo,
1-bromometilo, 1-yodometilo, difluormetilo, trifluormetilo, triclorometilo, 1-fluoretilo, 1-cloroetilo, 2-fluoretilo, 2-
cloroetilo, 2,2-dicloroetilo, 3-bromopropilo o 2,2,2-tri-fluoretilo. El término “fluoralquilo” se emplea aqui para indicar un
resto haloalquilo, en el que el halégeno es el fluor.

El término “acilo” (o “alcanoilo”) se emplea aqui para indicar a grupo de férmula -C(=O)R, en la que R es hidrégeno o
alquilo inferior, ya definido antes. El término “alquilcarbonilo” se emplea aqui para indicar a grupo de férmula C(=O)R
en la que R es alquilo ya definido antes. El término acilo o alcanoilo C1s indica un resto -C(=O)R que tiene de 1 a 6
atomos de carbono. El grupo acilo C4 es el resto formilo, en el que R = H y un resto acilo Cg indica un resto hexa-
noilo, si la cadena alquilo es lineal. El término “arilcarbonilo” o “aroilo” se emplea para indicar un resto de la férmula
C(=O)R, en la que R es un resto arilo; el término “benzoilo” se emplea para indicar un resto “arilcarbonilo” o “aroilo”
en el que R es fenilo.

Los términos “alquilsulfonilo” y “arilsulfonilo” se emplean aqui para indicar a grupo de formula -S(=O):R, en la que R
es alquilo y arilo, respectivamente y alquilo y arilo tienen los significados ya definidos. El término (alquil
C1.3)sulfonilamido se emplea para indicar un resto RSO2NH-, en el que R es un resto alquilo C4.3 ya definido antes.
Los términos halo(alquil C1.¢)-sulfonilo, (cicloalquil Cs.7)-sulfonilo, (cicloalquilo Cs.7)-(alquil C1.3)-sulfonilo o (alcoxi C+-
6)-(alquil C4.6)-sulfonilo indican un compuesto S(=0)2R en el que R es haloalquilo C1.s, cicloalquilo Cs.7, (cicloalquil Cs.
7)-alquilo C1.3 y (alcoxi C4)-alquilo C1.6, respectivamente.

Los términos “alquilsulfonilamido” y “arilsulfonilamido” se emplean aqui para indicar restos de la formula
-NR’S(=0)2R, en la que R es alquilo y arilo, respectivamente, R’ es hidrogeno o alquilo C1.3 y alquilo y arilo tienen los
significados aqui definidos. El término “sulfonilamino” puede emplearse como prefijo, mientras que “sulfonilamida” es
el correspondiente sufijo.

El término “cicloalquilo” se emplea aqui para indicar un anillo carbociclico saturado, que contiene de 3 a 8 atomos de
carbono, es decir, el ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo o ciclooctilo. “Cicloalquilo Cs.7” se
emplea aqui para indicar un cicloalquilo que contiene de 3 a 7 &tomos de carbono en el anillo carbociclico.

El término “cicloalquilalquilo” se emplea aqui para indicar el resto R'R”-, en el que R’ es un resto cicloalquilo aqui
definido y R” es un resto alquileno aqui definido, dando por supuesto que el punto de unién del resto
cicloalquilalquilo estara situado sobre el resto alquileno. Los ejemplos de restos cicloalquilalquilo incluyen, pero no
se limitan a: ciclopropilmetilo, ciclohexilmetilo, ciclopentiletilo. “(Cicloalquil Cs.7)-alquilo C1.3” indica un resto R'R”, en
el que R’ es cicloalquilo C3.7y R” es alquileno C1.3, aqui definidos.

El término “halégeno” o “halo” se emplea aqui para indicar el fluor, cloro, bromo o yodo.

Los términos “hidroxialquilo” o “alcoxialquilo” se emplean aqui para indicar un resto alquilo, ya definido antes, en el
que de uno a tres atomos de hidrogeno de diferentes atomos de carbono se ha/han reemplazado por grupos
hidroxilo y alcoxi, respectivamente. Un resto (alcoxi C+.3)-alquilo C1. indica un resto alquilo C16 en el que de 1 a 3
atomos de hidrogeno se han reemplazado por grupos alcoxi C1.3 y el punto de unién del alcoxi esta en el atomo de
oxigeno.

Los términos “alcoxicarbonilo” y “ariloxicarbonilo” se emplean para indicar un resto de la formula -C(=O)OR, en la
que R es alquilo y arilo, respectivamente, y alquilo y arilo tienen los significados ya definidos.

El término “ciano” se emplea aqui para indicar un carbono unido a un nitrdgeno mediante un triple enlace, es decir,
el -C=N. El término “nitro” se emplea aqui para indicar un resto -NO,. El término “carboxi” se emplea aqui para
indicar un resto -CO2H.

El término “oxo” indica un oxigeno unido mediante un doble enlace (=0O), es decir, un grupo carbonilo.

El término “acilo” (o “alcanoilo”) como aqui se utiliza denota un grupo de la féormula —C(=O)R en donde R es
hidrégeno o alquilo inferior como aqui se define. El término o “alquilcarbonilo” como aqui se utiliza denota un grupo
de la formula C(=0O)R en donde R es alquilo como aqui se define. El término acilo C1. 0 “alcanoilo” se refiere a un
grupo

—C(=0O)R que contiene 1 a 6 atomos de carbono. El grupo acilo C4 es el grupo formilo en donde R = H y un grupo
acilo C6 se refiere a hexanoilo en donde la cadena alquilo no esta ramificada. EIl término “arilcarbonilo” o “aroilo”
como aqui se utliza significa un grupo de féormula C(=0O)R en donde R es un grupo arilo; el término “benzoilo” como
aqui se utiliza es un grupo “arilcarobonilo” o “aroilo, en donde R es

El término “heteroarilo” si se emplea sin definicion ni limitacion adicional indica anillos “piridinilo”, “pirazinilo” y
“piridazinilo”. EIl término “piridina” (“piridinilo”) indica un anillo heteroaromatico de seis eslabones, que contiene un
atomo de nitrogeno. Los términos “pirimidina” (“pirimidinilo”), “pirazina” (“pirazinilo”) y “piridazina” (“piridazinilo”)
indican un anillo heteroaromatico no fusionado de seis eslabones, que contiene dos atomos de nitrégeno dispuestos
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en las posiciones 1,3, 1,4 y 1,2, respectivamente. Los nombres de los restos correspondientes se indican entre
paréntesis.

El término “sulfamoilo” se emplea aqui para indicar el resto -S(O);NH.. Los términos “N-alquilsulfamoilo” y “N,N-di-
alquilsulfamoilo” se emplean para indicar el resto -S(O);NR'R”, en el que R’ y R” son hidrégeno y alquilo inferior y R’
y R” son con independencia alquilo inferior, respectivamente. Los ejemplos de restos N-alquilsulfamoilo incluyen,
pero no se limitan a: metilaminosulfonilo, isopropilaminosulfonilo. Los ejemplos de restos N,N-dialquilsulfamoilo
incluyen, pero no se limitan a: dimetilaminosulfonilo, isopropil-metilaminosulfonilo.

El término “carbamoilo” se emplea para indicar el resto -CONHy. El prefijo “N-alquilcarbamoilo” y “N,N-dialquilcarba-
moilo” indica un resto CONHR’ y CONR'R”, respectivamente, en los que R’ y R” son con independencia restos
alquilo ya definidos antes. El prefijo “N-arilcarbamoilo” indica un resto CONHR’ en el que R’ es un resto arilo, ya
definido antes.

Los términos “alquilsulfinilo” y “arilsulfinilo” se emplean aqui para indicar a grupo de formula -S(=O)R, en la que R es
alquilo y arilo, respectivamente y alquilo y arilo tienen los significados ya definidos.

Los términos “alquilsulfonilo” y “arilsulfonilo” se emplean aqui para indicar a grupo de férmula -S(=0)2R, en la que R
es alquilo y arilo, respectivamente y alquilo y arilo tienen los significados ya definidos.

El término “bencilo” se emplea para indicar un resto C¢HsCH, en el que el anillo fenilo puede estar opcionalmente
sustituido por uno o mas, con preferencia de uno a tres sustituyentes elegidos con independencia entre hidroxi, tio,
ciano, alquilo, alcoxi, haloalcoxi inferior, alquiltio, halégeno, haloalquilo, hidroxialquilo, nitro, alcoxicarbonilo, amino,
alquilamino, dialquilamino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, alquilsulfonilo, arilsulfinilo,
alquilaminosulfonilo, arilaminosulfonilo, alquilsulfonilamino, arilsulfonilamino, carbamoilo, alquilcarbamoilo,
dialquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, alquilcarbonilamino y arilcarbonilamino, a menos que se indique otra cosa.

El término “heteroarilo” como aqui se utiliza sin definiciéon o limitacion adicional se refiere a anillos “piridinilo”,
piracinilo” y “piridacinilo”. EI término (“piridinilo”) se refiere a un anillo heteroaromatico de seis miembros con un
atomos de nitrégeno. Los témrinos “pirimidina” (pirimidinilo), “piracina” (“piracinilo”) y piridacina” (piridacinilo”) se
refiere a un anillo heteroaromatico no fusionado con dos atomos de nmitrégeno dispuestos en una relacién 1,3, 1,4
y 1,2 respectivamente. Los nombres del radical respectivo estan entre paréntesis.

Los términos “oxetano” (oxetanilo), “tetrahidrofurano” (tetrahidrofuranilo) y “tetrahidropirano” (tetrahidropiranilo)
indican anillos heterociclicos no fusionados de cuatro, cinco y seis miembros, respectivamente, cada uno de los
cuales contiene un atomo de oxigeno.

El término “arilo” se emplea aqui para indicar el fenilo.

El término “amina ciclica” indica un anillo carbonado saturado, que tiene de 3 a 6 4tomos de carbono, ya definido
antes, en el que por lo menos uno de los atomos de carbono se ha reemplazado por un heteroatomo elegido entre el
grupo formado por N, O y S, por ejemplo, piperidina, piperazina, morfolina, tiomorfolina, di-oxo-tiomorfolina,
pirrolidina, pirazolina, imidazolidina, azetidina, en las que los atomos de carbono de los anillos estan opcionalmente
sustituidos por uno o mas restos, elegidos entre el grupo formado por halégeno, hidroxi, fenilo, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o 2 atomos de hidrogeno de un mismo atomo de carbono se han reemplazado por oxo (=O). Si la amina
ciclica es una piperazina, un atomo de nitrdgeno puede sustituirse opcionalmente por un alquilo C1., acilo Cys,
alquilsulfonilo C1..

Los términos (i) 2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahidro-pirimidin-5-ilo (si R’ es H), (ii) 2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo, (ii)
2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahidro-2H-pirimidin-1-ilo o (iv) 3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-[1,2,4]-triazol-4-ilo indican los restos
siguientes:

H H H Ho S
O N O O N O O N O N
iodhedh e die
RS/N = % X N\* N\* >/\*

Me
(i) (i) (iii) (iv)

3-0x0-3,4-dihidro-pirazin-2-ilo, (ii) 3-ox0-2,3-dihidro-piridazin-4-ilo, (iii) 2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-4-ona-5-ilo, (iv) 2-
oxo-1,2-dihidro-piridin-3-ilo, (v) 6-oxo-1,6-dihidro-[1,2,4]triazin-5-ilo y (vi).
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Las abreviaturas empleadas habitualmente incluyen: acetilo (Ac), acuoso (aq.), atmdsferas (atm), 2,2’-bis(di-
fenilfosfino)-1,1’-binaftilo (BINAP), tert-butoxicarbonilo (Boc), pirocarbonato de di-tert-butilo o anhidrido boc (BOC,0),
bencilo (Bn), butilo (Bu), niumero de registro segin Chemical Abstracts (CASRN), benciloxicarbonilo (CBZ o Z),
carbonil-diimidazol (CDI), 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-butil-aluminio (DIBAL o DIBAL-H), di-iso-propiletilamina
(DIPEA), N,N-dimetil-acetamida (DMA), 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), N,N-dimetilformamida (DMF), sulféxido
de dimetilo (DMSO), clorhidrato de la 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI), etilo (Et), acetato de etilo
(EtOAcC), etanol (EtOH), 2-etoxi-2H-quinolina-1-carboxilato de etilo (EEDQ), éter de dietilo (Et20), hexafluorfosfato de
O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’N’-tetrametiluronio (HATU), acido acético (HOAc), 1-N-hidroxibenzotriazol (HOBt),
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC), isopropanol (IPA), metanol (MeOH), punto de fusion (p.f.), MeSO,-
(mesilo o Ms), metilo (Me), acetonitrilo (MeCN), acido m-cloroperbenzoico (MCPBA), espectro de masas (EM), éter
de metilo y tert-butilo (MTBE), N-metilmorfolina (NMM), N-metilpirrolidona (NMP), fenilo (Ph), propilo (Pr), isopropilo
(i-Pr), libras por pulgada cuadrada (psi), piridina (pir), temperatura ambiente (t.amb. o t.amb.), satd. (saturado), tert-
butildimetilsililo o t-BuMe2Si (TBDMS), trietilamina (TEA o EtsN), triflato o CF3SO»- (Tf), acido trifluoracético (TFA),
tetrafluorborato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), cromatografia de capa fina (CCF),
tetrahidrofurano (THF), tetrametiletilienodiamina (TMEDA), trimetilsillo o MesSi (TMS), acido p-toluenosulfénico
monohidratado (TsOH o pTsOH), 4-Me-CsHsSO»- o tosilo (Ts), N-uretano-N-carboxianhidrido (UNCA). La
nomenclatura convencional, incluidos los prefijos normal (n), iso (i-), secundario (sec-), terciario (tert-) y neo tiene los
significados habituales cuando se aplica a los restos alquilo (J. Rigaudy y D.P. Klesney, Nomenclature in Organic
Chemistry, IUPAC 1979, Pergamon Press, Oxford).

Los compuestos del presente invento se proporcionan en la Tabla siguiente.

Tabla |

comp. ICs0

del ej. estructura (pmoles)1 p.f. EM
1 0,0006 478
2 0,0004 492

275,0-
3 0,0002 278.0 495
CMe3
1. Ensayo de la polimerasa del HCV (ejemplo 5)

La actividad de los compuestos de la invencion como inhibidores de la actividad del HCV puede determinarse por
cualquier método apropiado, ya conocido de los expertos, incluidos los ensayos “in vivo” e “in vitro”. Por ejemplo, la
actividad inhibidora de la NS5B del HCV de los compuestos de la férmula | puede determinarse con procedimientos
estandar de ensayo, descritos en Behrens y col., EMBO J. 15, 12-22, 1996, Lohmann y col., Virology 249, 108-118,
1998 y Ranjith-Kumar y col., J. Virology 75, 8615-8623, 2001. A menos que se indique otra cosa, los compuestos de
esta invencion han demostrado actividad inhibidora de NS5b HCV ‘in vitro” en dichos ensayos estandar. Las
condiciones de ensayo de la polimerasa del HCV aplicadas para los compuestos de la presente invencion se
describen en el ejemplo 8. Se han desarrollado sistemas de replicon de base celular para el HCV, en los que las
proteinas no estructurales replican de modo estable el RNA virico subgendmico en células Huh7 (V. Lohmann y col.,
Science 285, 110, 1999 y K.J. Blight y col., Science 290, 1972, 2000). Las condiciones de ensayo de replicon de
base celular aplicadas a los compuestos de la presente invencion se describen en el ejemplo 4. En ausencia de
replicasa HCV funcional purificada, formada por proteinas viricas no estructurales y proteinas de hospedante,
nuestros conocimientos de la sintesis de RNA de los Flaviviridae procede de estudio en los que se emplean RNA-
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polimerasas dependientes de RNA recombinantes y activas y de la validacion de estos estudios en el sistema de
replicon de HCV. La inhibicién de la polimerasa de HCV recombinante purificada con compuestos en ensayos
bioquimicos “in vitro” puede validarse empleando el sistema de replicdn, para ello la polimerasa existe en el
complejo de replicasa, asociado con otros polipéptidos viricos y celulares, en una estequiometria apropiada. La
demostracién de la inhibicién de base celular de la replicacién del HCV puede ser mas predictiva de la funcién “in
vivo” que la demostracion de la actividad inhibidora de la NS5B del HCV en ensayos bioquimicos “in vitro”.

Los compuestos de la presente invencion pueden formularse en una amplia variedad de formas y vehiculos de dosi-
ficacion para la administracion oral. La administracion oral puede realizarse en forma de tabletas, tabletas recu-
biertas, grageas, capsulas de gelatina dura o blanda, soluciones, emulsiones, jarabes o suspensiones. Los
compuestos de la presente invencion son eficaces cuando se administran por otras vias de administracion, incluidas
la continua (goteo intravenoso), topica, parenteral, intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica (que puede
incluir un agente mejorador de penetracién), bucal, nasal, inhalacién y supositorios, entre otras vias de
administracion. El modo preferido de administracion es en general el oral, aplicando un régimen conveniente de
dosificacion diaria, que puede ajustarse al grado de severidad y a la respuesta del paciente al principio activo.

Un compuesto o compuestos de la presente invencion, asi como sus sales farmacéuticamente aceptables, junto con
uno o varios excipientes, vehiculos o diluyentes convencionales, puede envasarse dentro de una forma de
composicion farmacéutica y dosificacién unitaria. Las composiciones farmacéuticas y las formas unitarias de
dosificacion pueden contener ingredientes convencionales en proporciones convencionales, con o sin compuestos o
principios activos adicionales y las formas de dosificacion unitarias pueden contener cualquier cantidad eficaz del
ingrediente activo, acorde con el intervalo de dosificacion diaria que se pretenda emplear. Las composiciones
farmacéuticas pueden emplearse en forma de sdlidos, por ejemplo tabletas o capsulas rellenas, semisolidos, polvos,
formulaciones de liberacidon persistente o liquidos, por ejemplo soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes o
capsulas rellenas para el uso oral; o en forma de supositorios para la administracién rectal o vaginal; o en forma de
soluciones inyectables estériles para el uso parenteral. Una preparacion tipica contendra del 5 % al 95 % de
compuesto o compuestos activos (p/p). El término “preparaciéon” o “forma de dosificacién” indica tanto formulaciones
sélidas como liquidas del compuesto activo y los expertos en la materia sabran entender que un ingrediente activo
puede existir en diferentes preparaciones en funcién del 6rgano o tejido diana y de la dosis y de los parametros
farmacocinéticos deseados.

El término “excipiente” empleado en la descripcion indica un compuesto que es Util para preparar una composicion
farmacéutica, es sano en general, no téxico y no molesto en sentido biolégico ni en ningun otro sentido e incluye a
los excipientes que son aceptables para el uso veterinario y también para el uso farmacéutico en humanos. Los
compuestos de esta invencién pueden administrares solos o bien, en general, se administraran mezclados con uno o
mas excipientes, diluyentes o vehiculos farmacéuticamente idéneos, elegidos en funcién de la via de administracion
deseada y de la practica farmacéutica estandar.

“Farmacéuticamente aceptable” indica que es util para la fabricacion de una composicion farmacéutica que es
segura en general, no toxica y no molesta en sentido biolégico ni en ningun otro sentido e incluye que es aceptable
para el uso farmacéutico humano.

Una forma de “sal farmacéuticamente aceptable” de un ingrediente activo puede conferir también inicialmente una
propiedad farmacocinética deseable al principio activo, que estaria ausente en la forma de no sal y puede afectar a
la farmacodinamica del principio activo en lo que respecta a su actividad en el cuerpo. La frase “sal
farmacéuticamente aceptable” de un compuesto significa una sal que es farmacéuticamente aceptable y que posee
la actividad farmacolégica deseada del compuesto original. Dichas sales incluyen: (1) las sales de adicién de acido,
formadas con acidos inorganicos, por ejemplo con acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico,
acido fosférico y similares; o formadas con acidos organicos, por ejemplo con acido acético, acido propionico, acido
hexanoico, acido ciclopentanopropiénico, acido glicélico, acido pirtvico, acido lactico, acido malonico, acido
succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido 3-(4-
hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulféonico, acido 1,2-
etanodisulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-toluenosulfonico, &acido
alcanforsulfénico, acido 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-eno-1-carboxilico, acido glucohepténico, acido 3-fenilpropidnico,
acido trimetilacético, acido tert-butilacético, acido lauril-sulfurico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxi-
naftoico, acido salicilico, acido esteérico, acido mucoénico y similares; o (2) las sales formadas cuando un proton
acido presente en el compuesto original se reemplaza por un ion metalico, p.ej. un ion de metal alcalino, un ion de
metal alcalinotérreo o un ion de aluminio; o se coordina con una base organica, por ejemplo con la etanolamina,
dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina y similares.

Las preparaciones en forma sdlida incluyen los polvos, las tabletas, las pildoras, las capsulas, los sellos, los
supositorios y los granulos dispersables. Un vehiculo sélido puede ser una o varias sustancias que actuan ademas
como diluyentes, agentes aromatizantes, solubilizantes, lubricantes, agentes de suspensién, aglutinantes,
conservantes, agentes desintegrantes de tabletas o un material encapsulante. En los polvos, el vehiculo se halla en
general en forma de solido finamente dividido, mezclado con el principio activo finamente dividido. En las tabletas, el
principio activo se mezcla en general con el vehiculo que tiene la capacidad aglutinante necesaria en proporciones
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adecuadas y se compactan en forma y tamafio deseados. Los vehiculos idéneos incluyen, pero no se limitan a:
carbonato magnésico, estearato magnésico, talco, azucar, lactosa, pectina, dextrina, almidén, gelatina, tragacanto,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa soédica, una cera de bajo punto de fusién, manteca de cacao y similares. Las
formulaciones de forma soélida pueden contener, ademas del principio activo, colorantes, aromas, estabilizantes,
tampones, edulcorantes naturales vy artificiales, dispersantes, espesantes, agentes solubilizantes y similares.

Las formulaciones liquidas son también apropiadas para la administracién oral e incluyen la formulacion liquida que
incluye a las emulsiones, jarabes, elixires, soluciones acuosas y suspensiones acuosas. Estas incluyen las prepara-
ciones de forma solida que se pretende convertir en preparaciones en forma liquida inmediatamente antes del uso.
Las emulsiones pueden prepararse también en soluciones, por ejemplo, en soluciones acuosas de propilenglicol o
pueden contener agentes emulsionantes, tales como lecitina, monooleato de sorbitano o acacia. Las soluciones
acuosas pueden prepararse disolviendo el principio activo en agua y afiadiendo los colorantes, aromas, agentes
estabilizantes y espesantes idoneos. Las suspensiones acuosas pueden prepararse dispersando el principio activo
finamente dividido en agua con un material viscoso, por ejemplo las gomas naturales o sintéticas, las resinas, la
metilcelulosa, la carboximetilcelulosa sédica y otros agentes de suspension bien conocidos.

Los compuestos de la presente invencion pueden formularse para la administracion parenteral (p.ej. por inyeccion,
por ejemplo la inyeccién de bolo o la infusion continua) y pueden presentarse en formas unitarias de dosificacion de
tipo viales, jeringuillas prerrellenadas, infusiéon de pequefio volumen o en recipientes multidosis a los que se afnade
un conservante. Las composiciones pueden adoptar la forma de suspensiones, soluciones o emulsiones en vehi-
culos aceitosos o acuosos, por ejemplo soluciones en polietilenglicol acuoso. Los ejemplos de excipientes,
diluyentes, disolventes o vehiculos aceitosos o no acuosos, incluyen al propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales (p.ej. aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables (p.ej. oleato de etilo) y pueden contener auxiliares de
formulacion, por ejemplo conservantes, humectantes, emulsionantes o agentes de suspension, estabilizantes y/o
agentes dispersantes. Como alternativa, el ingrediente activo puede adoptar la forma de polvo, obtenida por
aislamiento aséptico de un sdlido estéril o por liofilizacion de una solucion para la constitucion antes del uso con un
vehiculo idéneo, p.ej. agua estéril, libre de pirégenos.

Los compuestos de la presente invencion pueden formularse para la administracion tépica sobre la epidermis en
forma de unglentos, cremas, lociones o como parche transdérmico. Los unglientos y cremas pueden formularse,
por ejemplo, con una base acuosa o aceitosa a la que se afiaden los agentes espesantes y/o gelificantes idéneos.
Las lociones pueden formularse con una base acuosa o aceitosa y contendran ademas en general uno o varios
agentes emulsionantes, agentes estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes espesantes
0 agentes colorantes. Las formulaciones idéneas para la administracion topica en la boca incluyen las pildoras que
contienen los principios activos en una base aromatizada, normalmente sucrosa, acacia o tragacanto; las pastillas
que contienen el ingrediente activo en una base inerte, por ejemplo gelatina y glicerina o sucrosa y acacia; los
enjuagues bucales que contienen el principio activo en un vehiculo liquido apropiado.

Los compuestos de la presente invencién pueden formularse para la administracion en forma de supositorios. En
primer lugar se funde una cera de bajo punto de fusion, por ejemplo una mezcla de glicéridos de acidos grasos o
manteca de cacao y en ella se dispersa de forma homogénea el principio activo, por ejemplo por agitacion. La
mezcla fundida homogénea se vierte entonces en moldes de tamafio conveniente, se deja enfriar y solidificar.

Los compuestos de la presente invencion pueden formularse para la administracion vaginal. En la técnica ya se
conocen como apropiados los pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o pulverizadores que, ademas
del principio activo, contienen tales vehiculos. Los compuestos de la presente invencidon pueden formularse para la
administracion nasal. Se aplican las soluciones o suspensiones directamente a la cavidad nasal por medios
convencionales, por ejemplo con un cuentagotas, una pipeta o un nebulizador. Las formulaciones pueden
suministrarse en una forma de dosis uUnica o de dosis multiple. En el ultimo caso de un cuentagotas o una pipeta,
esto puede realizarse por el mismo paciente que se administre un volumen apropiado, predeterminado, de la
solucion o suspension. En el caso de un nebulizador, esto puede lograrse por ejemplo mediante una bomba
nebulizadora calibrada.

Los compuestos de la presente invencion pueden formularse para la administracion de aerosol, en particular al tracto
respiratorio, incluida la administracién intranasal. El compuesto tendra en general un tamafno de particula pequefio,
por ejemplo del orden de cinco (5) micras o menos. Este tamafio de particula puede obtenerse por medios ya cono-
cidos de la técnica, por ejemplo por micronizacion. El principio activo se aloja en un envase presurizado con un
propelente idéneo, por ejemplo un hidrocarburo clorofluorado (CFC), por ejemplo el diclorodifluormetano,
triclorofluormetano o diclorotetrafluoretano o diéxido de carbono u otro gas apropiado. El aerosol puede contener
ademas de modo conveniente un tensioactivo, por ejemplo la lecitina. La dosis de farmaco puede controlarse
mediante una valvula calibrada. Como alternativa, los principios activos pueden suministrarse en forma de polvo
seco, por ejemplo una mezcla de polvo del compuesto en una base pulverulenta idénea, por ejemplo lactosa,
almidén, derivados de almiddn, tales como la hidroxipropilmetil-celulosa y polivinilpirrolidona (PVP). El vehiculo
pulverulento formara un gel en la cavidad nasal. La composicién en polvo puede presentarse en una forma unitaria
de dosificacion, por ejemplo en capsulas o cartuchos, p.ej. de gelatina o en envases de tipo blister, a partir de los
cuales se puede administrar el polvo mediante un inhalador.
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Si se desea, las formulaciones pueden fabricarse con recubrimiento entérico, adaptado a una administraciéon con
liberacion persistente o controlada del principio activo. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion pueden
formularse en dispositivos de entrega de farmaco transdérmica o subcutanea. Estos sistemas de entrega son
ventajosos cuando es necesaria la liberacion sostenida del compuesto y cuando la tolerancia del paciente es crucial
para el régimen de tratamiento. Los compuestos de sistemas de entrega transdérmicos se alojan con frecuencia en
un soporte sdlido adherido sobre la piel. El compuesto de interés puede combinarse ademas con un mejorador de
penetracion, p.ej. la azona (1-dodecilaza-cicloheptan-2-ona). Los sistemas de entrega con liberacion persistente se
insertan subcutaneamente a la capa subdérmica mediante cirugia o inyeccion. Los implantes subdérmicos
encapsulan el compuesto en una membrana soluble en lipidos, p.ej. caucho de silicona o un polimero biodegra-
dable, p.gj. acido polilactico.

Las formulaciones idéneas junto con los vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticos se describen en el manual
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 1995, coordinado por E.W. Martin, Mack Publishing Company,
192 edicion, Easton, Pennsylvania. Un cientifico experto en formulaciones podra modificar las formulaciones dentro
de las ensefianzas de la especificacion para obtener numerosas formulaciones destinadas a una via concreta de
administracion sin por ello inestabilizar las composiciones de la presente invencion ni comprometer su actividad
terapéutica.

La modificacion de los compuestos presentes para hacerlos mas solubles en agua o en otro vehiculo, por ejemplo,
puede llevarse facilmente a la practica mediante modificaciones menores (formacién de sal, esterificacion, etc.), que
son bien conocidas de los expertos en la materia. Los expertos en la materia saben ademas modificar la via de
administracion y el régimen de dosificacion de un compuesto concreto con el fin de gestionar mejor la
farmacocinética de los compuestos presentes para que tengan el efecto beneficioso maximo en los pacientes.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” empleado en la descripcion significa la cantidad requerida para reducir
los sintomas de la enfermedad en un individuo. La dosis debera ajustarse a los factores individuales de cada caso
particular. Tal dosis puede variar dentro de amplios limites, en funcién de numerosos factores, como son la
severidad de la enfermedad a tratar, la edad y el estado general de salud del paciente, otros medicamentos que el
paciente esté tomando, la via y la forma de administracion y las preferencias y la exigencia del facultativo que
atiende al paciente. Para la administracion oral puede ser apropiada una dosis diaria de 0,01 a 1000 mg/kg de peso
corporal al dia en régimen de monoterapia y/o de terapia de combinacion. Una dosis diaria preferida se situa entre
0,1 y 500 mg/kg de peso corporal, especialmente entre 0,1 y 100 mg/kg de peso corporal y muy especialmente
preferida entre 1,0 y 10 mg/kg de peso corporal al dia. Por lo tanto, para la administracion a una persona de 70 kg, la
dosis podria situarse entre 7 mg y 0,7 g al dia. La dosificacién diaria puede administrarse en una sola dosis o toma o
dividirse en varias subdosis, por ejemplo entre 1 y 5 subdosis al dia. En general, el tratamiento se inicia con dosis
pequefas, inferiores a la dosis 6ptima del compuesto. A continuacion se incrementa la dosis hasta alcanzar el efecto
6ptimo para el paciente individual. Los expertos en tratar enfermedades del tipo descrito aqui seran capaces, sin
realizar experimentacién innecesaria y en base a sus conocimientos y experiencia personal y considerando las
ensefianzas de esta aplicaciéon, de evaluar la cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos de la presente
invencion para una enfermedad y paciente concretos.

En las formas de ejecucion de la invencién, el compuesto activo o una sal del mismo pueden administrarse en
combinacién con otros agentes antivirales, por ejemplo un inhibidor nucledsido de la polimerasa del HCV, otro
inhibidor no nucledsido de la polimerasa del HCV o un inhibidor de proteasa del HCV. Cuando el compuesto activo o
su derivado o su sal se administran en combinacién con otro agente antiviral, la actividad puede incrementarse con
respecto al compuesto original. Cuando el tratamiento es una terapia de combinacion, la administracion puede ser
concurrente o sucesiva, en lo que respecta a los derivados nucledsidos. La “administracion concurrente” indica una
administracion de los agentes al mismo tiempo o en diferentes tiempos. La administracion de dos o mas agentes al
mismo tiempo puede realizarse con una formulacién unica que contenga dos 0 mas principios activos mediante una
administracion sustancialmente simultanea de dos o mas formas de dosificacion con un principio activo individual.

Se da por supuesto que las referencias presentes al tratamiento se extienden tanto a la profilaxis como al
tratamiento de las condiciones actuales. Ademas, el término “tratamiento” de una infecciéon del HCV, tal como se
emplea aqui, incluye también el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o estado patolégico asociado con o
mediado por la infeccion del HCV o los sintomas clinicos de la misma.

El término “camtidad terapéuticamente efectiva” como aqui se utiliza significa una cantidad requerida para reducir
sintomas de la enfermedad en un individuo. La dosis se ajustara dentro de amplios limites dependiendo de
numerosos factores tales como la gravedad de la enfermedad que ha de tratarse, la edad y el estado de salud
general del paciente, otros medicamentos con los que estd siendo tratado el paciente, la via y forma de
administracion y las preferencias y experiencia del experto médico implicado. Para la administracién oral debera
ser apropiada una dosis diaria de entre alrededor de 0,01 y alrededor de 1000 mg/kg de peso corporal en
monoterapia y/o en terapia de combinacién. Una dosis diaria preferida se encuentra entre alrededor de 0,1 y
alrededor de 500 mg/kg de peso corporal, mas preferentemente entre 0,1 y alrededor de 100 mg/kg de peso corporal
y mas prefernetmeente entre 1,0 y alrededor de 10 mg/kg de peso corporal por dia. Asi pues, para administracion a
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una persona de 70 kg, la dosis debera estar entre alrededor de 7 mg y 0,7 g por dia. La dosis diaria puede
administrarse como una sola dosis o en dosis individuales, tipicamente entre 1 y 5 dosis por dia. Generalente el
tratamiento se inicia con dosis menores que son inferiores a la dosis 6ptima del compuesto. Luego se aumenta la
dosis segun pequefios incrementos hasta que se alcanza el efecto éptimo para el paciente individual. Un experto
ordinario en el tratamiento de enfermedades aqui descritas podra, sin experimentacion indebida y en confianza con
el conocimiento personal, experiencia y las revelaciones de esta patente, determinar una cantidad terapeuticament
efectiva de los compuestos del presente invento para una enfermedad y paciente dados.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invencion, y opcionalmente uno o mas
agentes antiviricos adicionales, es una cantidad eficaz para reducir la carga viral o para lograr una respuesta viral
sostenida a la terapia. Los indicadores Utiles de una respuesta sostenida, ademas de la carga virica, incluyen, pero
no se limitan a: la fibrosis hepatica, la elevacion de los niveles de transaminasa en suero y la actividad necroinfla-
matoria en el higado. Un ejemplo habitual que se pretende que sea ilustrativo pero no limitante de un marcador es la
alanina-transaminasa (ALT) en suero, que se mide mediante ensayos clinicos estandar. En algunas formas de
ejecucion de la invencion, un régimen de tratamiento eficaz es aquel que reduce los niveles de la ALT a menos de
45 1U/ml de suero.

La modificacion de los compuestos presentes para hacerlos mas solubles en agua o en otros vehiculos, por ejemplo,
puede efectuarse facilmente mediante cambios menores (formulacion de la sal, esterificacion, etc.), que los expertos
conocen bien. Los expertos saben ademas perfectamente el modo de modificar la via de administracion y el régimen
de dosificacion de un compuesto concreto con el fin de gestionar la farmacocinética de los compuestos presentes y
conseguir de ellos el efecto beneficioso maximo en los pacientes.

o °
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| =
Br NH2 22 Br N Br ~N
paso 1
L, OMe o OMe OMe
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Ejemplo 1

N-{4-[7-tert-butil-8-metoxi-5-(2-oxo-1,2-dihidro-piridin-3-il)-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida

Ref.: V.V. Kouznetsov y col., Molecular Diversity 10, 29 — 37, 2006.

Paso 1: Se agita a t.amb. durante 45 min una mezcla del compuesto 20 (2,0 g, 7,75 mmoles), el 22 (1,40 g, 11,62
mmoles) y el MeCN (10 ml). A esta mezcla se le afiade el BiCl; (0,49 g, 1,55 mmoles) y por goteo una solucion de la
N-vinil-pirrolidinona (24, 1,72 g, 15,50 mmoles) en MeCN (10 ml). Se agita la mezcla resultante durante 16 h y se
diluye con EtOAc y H,O (aprox. 20 ml). Se filtra el sélido blanco y se lava con H;O. Se seca la fase organica del
liquido filtrado (MgSOs), se filtra y se concentra. Se purifica el material en bruto por cromatografia a través de SiO,
eluyendo con un gradiente de EtOAc/hexano (del 15 al 75% de EtOAc), obteniéndose 312 mg del compuesto 26 y
978 mg del 28.

Paso 2: A una solucion del aducto 28 (705 mg, 1,40 mmoles) en MeCN (10 ml) enfriada a 0°C se le afade por goteo
una solucién de CAN (1,92 g, 3,51 mmoles) en MeCN (10 ml). Se agita la mezcla reaccionante a 0°C hasta que se
haya consumido todo el material de partida. Se diluye la mezcla reaccionante con EtOAc y H,O. Se separa la fase
organica, se lava con salmuera, se seca (MgSQ4), se filtra y se concentra. Se purifica el material en bruto por
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cromatografia a través de SiO; eluyendo con un gradiente de EtOAc/hexano (del 1 al 15% de EtOAc), obteniéndose
302 mg del compuesto 26 en forma de sélido ligeramente amairrillo.

Paso 3: se calienta a reflujo durante 1,5 h una mezcla del compuesto 26 (300 mg, 0,72 mmoles), hierro en polvo
(121 mg, 2,17 mmoles) y NH4CI (116 mg, 2,17 mmoles) en una mezcla de MeOH (30 ml) y H>O (10 ml). Se enfria la
mezcla reaccionante a t.amb. y se filtra a través de un lecho de CELITE. Se concentra el liquido filtrado y se reparte
el residuo entre EtOAc y H>O. Se seca la fase organica (MgSOQa), se filtra y se concentra con vacio, obteniéndose
202 mg del compuesto 30a, que se emplea sin mas purificacion.

Paso 4: A una solucién del 30a (200 mg, 0,52 mmoles) en DCM (5 ml) enfriada a 0°C se le afiaden la piridina (92 pl,
1,14 mmoles) y después el MsClI (42 ul, 0,55 mmoles). Se agita la mezcla reaccionante a 0°C durante 45 min, se
trata con H20 y se diluye con EtOAc. Se separa la fase organica, se lava con salmuera, se seca (MgSO,), se filtra 'y
se concentra. Se purifica el material en bruto por cromatografia a través de SiO, eluyendo con un gradiente de
EtOAc/hexano (del 20 al 70% de EtOAc), obteniéndose 208 mg del compuesto 30b.

Paso 5: Se sella un tubo, en el que se han introducido el 30b (50 mg, 0,11 mmoles), el acido 2-hidroxi-piridin-3-il-
boroénico (18 mg, 0,16 mmoles), Pd(dppf)Cl2(CH2Cl,) (4 mg, 0,01 mmoles) y Na.CO3 (17 mg, 0,16 mmoles), MeOH
(3 ml) y DCM (1 ml) y se irradia en un reactor de microondas a 115°C durante 25 min. Se concentra la mezcla
reaccionante y se purifica el producto en bruto por cromatografia a través de SiO; eluyendo con EtOAc, de este
modo se obtienen 32 mg del compuesto 32 en forma de sélido.

Ejemplo 2

N-{4-[7-tert-butil-8-metoxi-5-(6-metil-2-oxo-1,2-di-hidro-piridin-3-il)-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida

Se obtiene la N-{4-[7-tert-butil-8-metoxi-5-(2-metoxi-6-metil-piridin-3-il)-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida (34)
del modo descrito en los pasos de 1 a 5 del ejemplo 1 excepto que, en el paso 5, en lugar del acido 2-hidroxi-piridin-
3-il-boronico se emplea el acido 2-metoxi-6-metil-piridin-3-il-borénico.

Paso 6: En un tubo sellado se calienta a 65°C durante 6,5 h una mezcla de la piridina 34 (80 mg), HBr del 48% (200
ul) y AcOH (3 ml). Se enfria la mezcla reaccionante a t.amb., se vierte sobre una mezcla de EtOAc y agua-hielo. Se
neutraliza la mezcla son una solucién acuosa saturada de NaHCOs;. Se separa la fase organica, se lava
sucesivamente con H,O y salmuera, se seca (MgSOQ.), se filtra y se concentra, obteniéndose 61 mg del compuesto
36 en forma de solido.

Ejemplo 3

N-{4-[7-tert-butil-5-(2,4-diox0-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-8-metoxi-quinolin-2-il]-fenil}-metano-sulfonamida (38)

Se sella un tubo, en el que se han introducido el compuesto 30b (60 mg), uracilo (73 mg), (2-ciano-fenil)-amida del
acido piridina-2-carboxilico (14 mg), Cul (6 mg) y KsPO4 (137 mg) en DMSO (5 ml), y se irradia en un reactor de
microondas a 150°C durante 5 h. Se enfria la mezcla reaccionante a t.amb. y se ajusta el pH aprox. a 2 con HCI
acuoso. Se extrae la mezcla con EtOAc. Se lava el extracto organico sucesivamente con H2O y salmuera, se seca
(MgSQs4) y se concentra con vacio. Se purifica el residuo en bruto por cromatografia a través de SiO» eluyendo con
MeOH al 5% en DCM, obteniéndose 9,3 mg del compuesto 38.

Ejemplo 4
Actividad de la RNA-polimerasa de NS5B del HCV

Se mide la actividad enzimatica de la polimerasa de HCV (NS5B570n-Con1) en forma de incorporacién de
monofosfatos de nucleétidos radiomarcados a productos de RNA insolubles en acido. Se elimina el filtracion el
sustrato radiomarcado sin incorporar y se afiade un centelleante a la placa de filtro lavada y seca que contiene el
producto de RNA radiomarcado. La luz emitida por el centelleante es proporcional a la cantidad de producto de RNA
generado por la NS5B570n-Con1 en el punto final de la reaccion.

La polimerasa de HCV, marcada con 6-histidina en el extremo N, se deriva de la cepa Con1 de HCV, genotipo 1b
(NS5B570n-Con1), contiene una delecion de 21 aminoacidos en el extremo C con respecto a la polimerasa de HCV
de longitud completa y se purifica a partir de la BL21(DE)pLysS de E. coli. Se inserta el constructo, que contiene la
secuencia codificadora de la cepa Con1 NS5B de HCV (nimero de acceso al GenBank = AJ242654) en el
constructo de plasmido pET17b, en una posicién posterior a la cassette de expresién del promotor T7 y se
transforma en la E. coli. Se cultiva una sola colonia durante una noche como cultivo iniciador y después se emplea
para inocular 10 | de medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina a 37°C. Se induce la expresién de
proteina por adicion de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 0,25 mM, cuando la densidad 6ptica del cultivo a
600 nm se situa entre 0,6 y 0,8 y las células se recolectan después de 16-18 h a 30°C. Se purifica la NS5B570n-
Con1 hasta homogeneidad empleando un método de purificaciéon de tres pasos, que incluye la posterior
cromatografia de columna a través de resinas Ni-NTA, SP-Sepharose HP y Superdex 75.

Cada 50 ul de mezcla de reaccion enzimatica contiene un molde de RNA 20 nM, derivado de la secuencia
complementaria del Internal Ribosome Entry Site (cIRES), 20 nM de enzima NS5B570n-Con1, 0,5 pCi de UTP
tritiada (Perkin Elmer, n°® de catalogo: TRK-412; actividad especifica: de 30 a 60 Ci/mmol; concentracién de la
solucion patron: de 7,5x10° M a 20,6x10° M), 1 pM de cada uno de los siguientes: ATP, CTP y GTP; 40 mM Tris-
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HCI, de pH 8,0, 40 mM NaCl, 4 mM DTT (ditiotreitol), 4 mM MgCl, y 5 pl de compuesto perteneciente a series de
diluciones en DMSO. Se reunen las mezclas reaccionantes en placas de filtro de 96 hoyos (n° de cat. MADVNOB de
Millipore Co.) y se incuban a 30°C durante 2 h. Se interrumpen las reacciones por adicién de acido tricloroacético del
10% (v/v) y se incuban a 4°C durante 40 min. Se filtran las mezclas reaccionantes, se lavan con 8 volimenes de
reaccion de acido tricloroacético del 10% (v/v), 4 volimenes de reaccién de etanol del 70% (v/v), se secan con aire y
se afiaden a cada hoyo de reaccién 25 ul de centelleante (Microscint 20, Perkin-Elmer).

Se convierte la cantidad de luz emitida por cada centelleante en cuentas por minutos (CPM) en un lector de placas

Topcount® (Perkin-Elmer, intervalo de energia: bajo, modo de eficacia: normal, tiempo de recuento: 1 min, sus-
tracciéon de base: ninguna, reduccion de diafonia: desactivada).

Se analizan los datos con Excel® (Microsoft®) y ActivityBase® (idbs®). Se utiliza la reaccion en ausencia de enzima
para determinar la sefial de base, que se resta de las reacciones enzimaticas. Las reacciones de control positivo se
realiza en ausencia de compuesto, a partir de ellas se coloca la actividad corregida de base como actividad 100 %
de polimerasa. Todos los datos se expresan en forma de porcentaje del control positivo. Se calcula la concentracion
de compuesto en la que la proporcion de la sintesis de RNA catalizada por enzima queda reducida al 50 % (ICs)
ajustando la ecuacion (i) a los datos del compuesto 38.

(% Max - %Min)
Y =% Min + (i)

X
Rl
(ICs)°

a los datos, en la que “Y” corresponde a la actividad enzimatica relativa (en %), “%Min” es la actividad enzimatica
relativa residual en la concentracién saturadora de compuesto, “%Max” es la actividad enzimatica relativa maxima
comparada con el control positivo, X corresponde a la concentracion del compuesto y “S” es el coeficiente de Hill (o
pendiente).

Ejemplo 5
Ensayo del replicén del HCV

Con este ensayo se mide la capacidad de los compuestos de la formula | para inhibir la replicacion del RNA del HCV
y por consiguiente su potencial utilidad para el tratamiento de infecciones de HCV. El ensayo utiliza un informante
(reporter) como lectura simple del nivel intracelular del RNA replicon de HCV. Se introduce el gen de luciferasa de
Renilla en el primer marco abierto de lectura de un constructo de replicon NK5.1 (N. Krieger y col., J. Virol. 75(10),
4614, 2001), inmediatamente después de la secuencia del sitio denominado internal ribosome entry site (IRES) y se
fusiona con el gen de la fosfotransferasa neomicina (NPTII) mediante un péptido autodestructor 2A obtenido a partir
del virus de la glosopeda (M.D. Ryan & J. Drew, EMBO vol. 13(4), 928-933, 1994). Después de la transcripcion “in
vitro” se somete el RNA a electroporacion en células Huh7 de hepatoma humano y se aislan y expanden colonias
resistentes a G418. La linea celular 2209-23 estable elegida contiene el RNA subgendmico replicativo del HCV y la
actividad de la luciferasa de Renilla expresada por el replicon refleja su nivel de RNA en las células. El ensayo se
realiza en placas duplicadas, una en blanco opaco y otra en transparente, con el fin de medir la actividad antivirica y
la citotoxicidad de un compuesto quimico en paralelo, asegurando que la actividad observada no se debe a una
proliferacién celular disminuida ni a la muerte celular.

Las células de replicon de HCV de la luciferasa de Renilla (2209-23) cultivadas en medio Dulbecco’s MEM
(Invitrogen, n°® de catalogo: 10569-010) con un 5% de suero fetal bovino (FCS, Invitrogen, n° de catélogo: 10082-
147) se introducen en placas de 96 hoyos a razén de 5000 células por hoyo y se incuban durante una noche.
Veinticuatro horas después se afiaden los compuestos quimicos en diferentes diluciones en el medio de cultivo a las
células, que a partir de este momento se incuban a 37°C durante tres dias. Al término del periodo de incubacion se
recolectan las células de las placas blancas y se mide la actividad de luciferasa utilizando un sistema de ensayo
llamado R. luciferase assay system (Promega, n° de catalogo: E2820). Todos los reactivos mencionados en el
parrafo siguiente se incluyen en el kit del fabricante y se siguen las instrucciones del fabricante para preparar los
reactivos. Se lavan las células una vez con 100 pl de solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,0) (PBS) por hoyo
y se lisan con 20 pl de 1x tampon de lisis del ensayo de R. luciferase antes de la incubacion a temperatura ambiente
durante 20 min. A continuacion se inserta la placa en un lumindmetro de microplacas del tipo Centro LB 960
(Berthold Technologies) y se inyectan en cada hoyo 100 ul de del tampén de ensayo de R. luciferase y se mide la
sefial utilizando un programa de demora 2 segundos y medicidon 2 segundos. La ICso, la concentracién de farmaco
requerida para reducir el nivel de replicon en un 50 % con respecto al valor de control celular no tratado, puede
calcularse a partir de la curva de la reduccién de la actividad de la luciferasa en porcentaje frente a la concentracion
de farmaco del modo antes descrito.

En el ensayo de citotoxicidad se emplea el reactivo WST-1 de Roche Diagnostics (n° de catédlogo: 1644807). Se
afnaden diez microlitros de reactivo WST-1 a cada hoyo, incluidos los hoyos que solamente contienen medio como
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hoyos en blanco. Después se incuban las células a 37°C durante 2 h y se mide el valor de la densidad éptica (OD)
con un lector de placas del tipo MRX Revelation (Lab System) a 450 nm (filtro de referencia a 650 nm). A su vez, la
CCsqo, la concentracion de farmaco requerida para reducir la proliferacion celular en un 50% en relacién con el valor
de control de células no tratadas, puede calcularse a partir de la curva de reduccién del valor de WST-1 en
porcentaje frente a la concentracion de farmaco, descrita anteriormente.

Tabla ll
Compuesto | Actividad de replicon de HCV, ICso (UM) Actividad citotoxica
nimero CCso (UM)
-3 0,017 44

Ejemplo 6
En este ejemplo se describen las composiciones farmacéuticas de los compuestos objeto de la invencién para la

administracion por diferentes vias.
Composicion para la administracion oral (A)

Ingrediente % p./p.
ingrediente activo 20,0%
lactosa 79,5%
estearato magnésico 0,5%

Se mezclan los ingredientes y se envasan en cdpsulas que contienen aprox. 100 mg cada una; una capsula contiene
aprox. la dosis diaria total.

Composicién para la administracion oral (B)

Ingrediente % p./p.
ingrediente activo 20,0%
estearato magnésico 0,5%
croscarmelosa sédica 2,0%
lactosa 76,5%
PVP (polivinilpirrolidona) 1,0%

Se mezclan los ingredientes y se granulan empleando un disolvente, por ejemplo el metanol. A continuacién se seca
la formulaciéon y se moldea en forma de tabletas (que contienen aprox. 20 mg del compuesto activo) con una
maquina apropiada para la fabricacién de las tabletas.

Composicién para la administracién oral (C)

Ingrediente cantidad
compuesto activo 1049
acido fumarico 0,59
cloruro sédico 20g
metil-paraben 0,15g
propil-paraben 0,05¢g
azucar granulado 255¢9
sorbita (solucion al 70%) 12,859
Veegum K (Vanderbilt Co.) 1,09
aromas 0,035 ml
colorantes 0,5 mg
agua destilada, cantidad suf. hasta 100 ml

Se mezclan los ingredientes para formar una suspension destinada a la administracion oral.

Formulacion parenteral (D)

Ingrediente cantidad
ingrediente activo 0,259
cloruro sédico cant. suficiente
hasta isotonia
agua para inyeccion hasta 100 ml

Se disuelve el ingrediente activo en una porcidon del agua para inyeccion. Se afiade una cantidad suficiente de
cloruro sédico con agitacion hasta conseguir una solucién isotonica. Se completa el peso de la solucidn con el resto
de agua de para inyeccion, se filira a través de un filtro de membrana de 0,2 micras y se envasa en condiciones
estériles.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto elegido entre el grupo formado por:
N-{4-[7-tert-butil-8-metoxi-5-(2-ox0-1,2-dihidro-piridin-3-il)-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida;
N-{4-[7-tert-butil-8-metoxi-5-(6-metil-2-oxo-1,2-dihidro-piridin-3-il)}-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida; y
N-{4-[7-tert-butil-5-(2,4-diox0-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-8-metoxi-quinolin-2-il]-fenil}-metanosulfonamida; o
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

2. Un compuesto segun la reivindicacién 1 para el uso como sustancia terapéuticamente activa.

3. El uso de un compuesto segun la reivindicaciéon 1 para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento
o la profilaxis de la infeccién del virus de la hepatitis C (HCV).

4. Un compuesto segun la reivindicacion de 1 para el uso en el tratamiento o la profilaxis de la infeccién del virus de
la hepatitis C (HCV).
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