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DESCRIPCION
Nuevos péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo como inhibidores de la replicacion viral
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo, utiles como agentes antivirales.
Determinados péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo desvelados en el presente documento son inhibidores potentes
y/o selectivos de la replicacion viral, en particular la replicacion del virus de la Hepatitis C. La invencion también
proporciona composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo y uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones farmacéuticas pueden contener un péptido de
4-amino-4-oxobutanoilo como el Unico agente activo o pueden contener una combinacién de un péptido de 4-amino-
4-oxobutanoilo y uno u otros agentes farmacéuticamente activos mas. Los compuestos de la presente invencion son
utiles en métodos para tratar infecciones virales, incluyendo infecciones por Hepatitis C.

Antecedentes

Se estima que un 3 % de la poblacion mundial esta infectada con el virus de la hepatitis C. de las personas
expuestas al VHC, de un 80 % a un 85 % se llegan a infectar crénicamente, al menos un 30 % desarrolla cirrosis
hepatica y un 1-4 % desarrolla carcinoma hepatocelular. El Virus de la Hepatitis C (VHC) es una de las causas mas
frecuentes de enfermedad hepatica cronica en Estados Unidos, que segun se informa representa aproximadamente
un 15 por ciento de la hepatitis virica aguda, de un 60 a un 70 por ciento de hepatitis cronica, y hasta un 50 por
ciento de cirrosis, enfermedad hepatica terminal, y cancer de higado. La infeccion por VHC crénica es la causa mas
comun de transplante de higado en Estados Unidos, Australia, y la mayor parte de Europa. La hepatitis C causa una
cantidad estimada de 10.000 a 12.000 muertes al afio en Estados Unidos. Aunque la fase aguda de la infeccién por
VHC normalmente se asocial con sintomas leves, algunas evidencias sugieren que solo de aproximadamente un 15
% a un 20 % de las personas infectadas eliminaran de forma espontanea el VHC.

El VHC es un virus de ARN monocatenario, envuelto que contiene un genoma de hebra positiva de
aproximadamente 9,6 kb. El VHC se clasifica como miembro del género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. Se
han caracterizado al menos 4 cepas de VHC, GT-1 - GT-4.

El ciclo vital del VHC incluye entrada en células huésped; traduccion del genoma del VHC, procesamiento de
poliproteinas, y ensamblaje del complejo de replicasas; replicacion del ARN, y ensamblaje de viriones y liberacion.
La traduccion del genoma del the ARN del VHC proporcién una poliproteina de mas de 3000 aminoacidos de
longitud que se procesa por al menos dos proteasas celulares y todos virales. La poliproteina del VHC:

NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH.

Se ha informado que la peptidasa de sefial celular y la peptidasa de péptido sefial son responsables de la escision
del tercio N-terminal de la poliproteina (C-E1-E2-p7) de las proteinas no estructurales (NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B). La proteasa NS2-NS3 media una primera escision cis en el sitio NS2-NS3. A continuacion, la proteasa NS3-
NS4A media una segunda escision cis en la union NS3-NS4A. A continuacion, el complejo NS3-NS4A se escinde en
tres sitios corriente abajo para separar las proteinas no estructurales restantes. Se afirma que el procesamiento
preciso de la poliproteina es esencial para formar un complejo de replicasa del VHC activo.

Una vez que la poliproteina se ha escindido, el complejo de replicasa que comprende al menos las proteinas no
estructurales NS3-NS5B se ensambla. El complejo de replicasa es citoplasmatico y esta asociado a la membrana.
Las actividades en climaticas principales en el complejo de replicasa incluyen actividad de serina proteasa y
actividad de NTPasa helicasa en NS3, y actividad de polimerasa del ARN dependiente del ARN de NS5B. En el
proceso de replicacion del ARN, se produce una copia de hebra negativa complementaria del ARN gendémico. La
copia de la hebra negativa se usa como un molde para sintetizar ARN genémicos adicionales de hebra positiva que
pueden participar en la traduccién, replicacién, compactacién, o cualquier combinacién de las mismas para producir
virus de progenie. El ensamblaje de un complejo de replicasa funcional se ha descrito como un componente del
mecanismo de replicacién del VHC. La solicitud provisional N° 60/669.872 "Pharmaceutical Compositions and
Methods of Inhibiting HCV Replication" presentada el 11 de abril de 2005, se incorpora por la presente por
referencia en su totalidad para su divulgacion relacionada con el ensamblaje del complejo de replicasa.

El tratamiento actual de la infeccion por hepatitis C por lo general incluye la administracion de un interferén, tal como
interferon pegilado (IFN), en combinacion con ribavirina. El éxito de las terapias actuales tal como se mide mediante
la respuesta viroldgica sostenida (SVR) depende de la cepa de

VHC con la que esta infectado el paciente y la adhesion del paciente al régimen de tratamiento. Solamente un 50 %
de los pacientes infectados con la cepa GT-1 del VHC presentan una respuesta virolégica sostenida. Los agentes
antivirales de accion directa tales como ACH-806, VX-950 y NM 283 (profarmaco de NM 107) estan en desarrollo
clinico para el tratamiento del VHC crénico. El documento de patente WO 2008008502 desvela derivados de
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péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo como inhibidores de la replicacion viral. Debido a la falta de terapias eficaces
para el tratamiento de determinadas cepas del VHC y la tasa de mutacion elevada del VHC, se necesitan nuevas
terapias. La presente invencion satisface esta necesidad y proporciona ventajas adicionales, que se describen en el
presente documento.

Sumario de la invenciéon

La invencién proporciona compuestos tal como se detalla en la Reivindicacion 1. También se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de estos
compuestos junto con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los compuestos son utiles en el
tratamiento de la infeccion por Hepatitis C.

Cualquier materia objetivo descrita en el siguiente analisis que no entra dentro del alcance de las reivindicaciones se
proporciona como informacion de antecedentes.

Descripcion detallada de la invencién
DESCRIPCION Y TERMINOLOGIA QUIMICA

Antes de establecer la invencion en detalle, puede ser util proporcionar definiciones de determinados términos a usar
en el presente documento. Los compuestos de la presente invencion se describen usando nomenclatura
convencional. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado tal como lo entiende normalmente un experto en la materia a la que
pertenece la presente invencion. A menos que el contexto lo contraindique claramente, cada nombre del compuesto
incluye la forma del acido libre o la base libre del compuesto asi como hidratos del compuesto y todas las sales
farmacéuticamente aceptables del compuesto.

La expresion "péptidos de 4-amino-4-oxobutanoilo” incluye todos los compuestos de la presente invencion
incluyendo cualquier enantiomero, racemato y estereoisdbmero, asi como todas las sales farmacéuticamente
aceptables de tales compuestos. La expresion "un compuesto de Formula I" incluye todos los grupos subgenéricos
de Formula | incluyendo la Férmula IA, y la Férmula Il y Il asi como todas las formas de tales compuestos,
incluyendo sales e hidratos, a menos que lo contraindique claramente el contexto en el que se usa esta.

Los términos "un" y "uno" no indican una limitacion de cantidad, pero en su lugar indican la presencia de al menos
uno de los articulos mencionados. El término "o" significa "y/o". Las expresiones "que comprende”, "que tiene", "que
incluye", y "que contiene" se deben interpretar como expresiones de extremos abiertos (es decir, que significan "que
incluye, pero no se limita"). La lectura de intervalos de valores pretende simplemente servir como un método
abreviado para hacer referencia individualmente a cada valor separado que entra dentro del intervalo, a menos que
se indique de otro modo en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva
como si sigue hubiera mencionado individualmente en el presente documento. Los puntos finales de todos los
intervalos estan incluidos dentro del intervalo y se pueden combinar independientemente. Todos los métodos que se
describen en el presente documento se pueden realizar en un orden adecuado a menos que se indique de otro
modo en el presente documento o el contexto lo contradiga claramente de otro modo. El uso de todos y cada uno de
los ejemplos, o expresiones a modo de ejemplo (por ejemplo, "tal como"), simplemente pretende ilustrar mejor la
invencion y no supone una limitacion para el alcance de la invencién a menos que se reivindique de otro modo.
Ninguna expresion en la memoria descriptiva se deberia interpretar como indicativa de un elemento no reivindicado
como esencial para la practica de la invencién tal como se usa en el presente documento. A menos que se defina de
otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado tal como
lo entiende normalmente un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion.

Un "agente activo" se refiere a un compuesto (incluyendo un compuesto de la invencion), elemento, o mezcla que
cuando se administra a un paciente, solo o en combinacién con otro compuesto, elemento, o mezcla, confiere,
directa o indirectamente, un efecto fisiolégico al paciente. El efecto fisiolégico indirecto se puede producir a través de
un metabolito u otro mecanismo indirecto. Cuando el agente activo es un compuesto, entonces estan incluidos sales,
solvatos (incluyendo hidratos) del compuesto libre, formas cristalinas, formas no cristalinas, y cualquier polimorfo del
compuesto. Los compuestos pueden contener uno o mas elementos asimétricos tales como centros estereogénicos,
ejes estereogénicos y similares, por ejemplo, atomos de carbono asimétricos, de modo que los compuestos pueden
existir en diferentes formas estereoisoméricas. Estos compuestos pueden ser, por ejemplo, racematos o formas
opticamente activas. Para compuestos con dos o mas elementos asimétricos, estos compuestos pueden ser
adicionalmente mezclas de diasteredmeros. Para compuestos que tienen centros asimétricos, se incluyen todos los
isdbmeros opticos en forma pura y mezclas de los mismos. Ademas, los compuestos con dobles enlaces carbono-
carbono se pueden presentar en las formas Z y E, con todas las formas isoméricas de los compuestos. En estas
situaciones, los enantiémeros individuales, es decir, formas Opticamente activas se pueden obtener por sintesis
asimétrica, sintesis a partir de precursores 6pticamente puros, o por resolucion de los racematos. La resoluciéon de
los racematos también se puede conseguir, por ejemplo, con métodos convencionales tales como cristalizacion en
presencia de un agente de resolucion, o cromatografia, usando, por ejemplo una columna de HPLC quiral. En el
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presente documento se contemplan todas las formas independientemente de los métodos usados para obtenerlas.

Una "forma de dosificacion" se refiere a una unidad de administracion de un agente activo. Ejemplos de formas de
dosificacion incluyen comprimidos, capsulas, inyecciones, suspensiones, liquidos, emulsiones, cremas, pomadas,
supositorios, formas inhalables, formas transdérmicas, y similares.

Las "composiciones farmacéuticas" son composiciones que comprenden al menos un agente activo, tal como un
compuesto o sal de Formula |, y al menos una otra sustancia, tal como un vehiculo. Las composiciones
farmacéuticas satisfacen los patrones de GMP (buena practica de fabricacion) de la FDA de Estados Unidos para
farmacos para seres humanos o no humanos.

Las "sales farmacéuticamente aceptables” incluyen derivados de los compuestos desvelados en los que se modifica
el compuesto precursor mediante la preparacion de sales de adicion acida o basica, no téxicas, inorganicas y
organicas de los mismos. Las sales de los presentes compuestos se pueden sintetizar a partir de un compuesto
precursor que contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales
sales se pueden preparar hacienda reaccionar formas de acido libre de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base apropiada (tal como hidroxido de Na, Ca, Mg, o K, carbonato, bicarbonato, o similares), o
haciendo reaccionar formas de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido
apropiado. Tales reacciones por lo general se llevan a cabo en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla
de los dos. Generalmente, son preferentes medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol,
o acetonitrilo, cuando se pueden poner en practica. Las sales de los presentes compuestos incluyen adicionalmente
solvatos de los compuestos y sales del compuesto.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos minerales u
organicos de restos basicos tales como aminas; sales de alcalis u organicas de restos acidos tales como acidos
carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales no tdxicas convencionales y las
sales de amonio cuaternario del compuesto que puso formado, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u
organicos no toxicos. Por ejemplo, las sales de acidos no toxicos convencionales incluyen las obtenidas a partir de
acidos inorganicos, tales como clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, sulfamico, fosférico, nitrico y similares; y las sales
preparadas a partir de acidos organicos tales como acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico,
tartarico, citrico, ascérbico, pamoico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, mesilico,
esilico, besilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, etano disulfénico,
oxalico, isetidnico, HOOC-(CH2),-COOH en la que n es 0-4, y similares. Se pueden encontrar listas de sales
adecuados adicionales, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pa., p. 1418 (1985).

El término "vehiculo" aplicado a composiciones farmacéuticas de la invencion se refiere a un diluyente, excipiente, o
vehiculo con el que se proporciona un compuesto activo.

Un "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un excipiente que es util para preparar una composicion
farmacéutica que generalmente es segura, no toxica y ni biolégicamente ni de otro modo indeseable, e incluye un
excipiente que es aceptable para uso veterinario asi como para uso farmacéutico en seres humanos. Un "excipiente
farmacéuticamente aceptable" tal como se usa en la presente solicitud incluye tanto uno como mas de uno de tales
excipientes.

Un "paciente" es un ser humano o animal no humano con necesidad de tratamiento médico. El tratamiento medico
puede incluir el tratamiento de una afeccion existente, tal como una enfermedad o trastorno, tratamiento profilactico
o preventivo, o tratamiento de diagnéstico. En algunas realizaciones, el paciente es un paciente humano.

"Proporcionar" se refiere a dar, administrar, vender, distribuir, transferir (con beneficio o no), fabricar, formar
compuestos, o dispensar.

"Proporcionar un compuesto de la presente invenciéon con al menos un agente activo adicional" se refiere que el
compuesto de la presente invencién y el agente o agentes activos adicionales se proporcionan de forma simultanea
en una forma de dosificacion individual, se proporcionan de forma concomitante en formas de dosificacion
separadas, o se proporcionan en formas de dosificacion separadas para administracion separada mediante algun
periodo de tiempo que este dentro del periodo de tiempo en el que tanto el compuesto de la presente invencién
como el al menos un agente activo adicional estan dentro del torrente sanguineo de un paciente. El compuesto de la
presente invencion y el agente activo adicional no necesitan ser prescritos para un paciente por el mismo trabajador
del campo médico. El agente o agentes activos adicionales no necesitan una receta. La administracion del
compuesto de la presente invenciéon o el al menos un agente activo adicional se puede producir a través de cualquier
via apropiada, por ejemplo, comprimidos orales, capsulas orales, liquidos orales, inhalacion, inyeccion, supositorios
o contacto tépico.

"Tratamiento”, tal como se usa en el presente documento incluye proporcionar un compuesto de la presente
invencion como el Unico agente activo o junto con al menos un agente activo adicional suficiente para: (a) evitar que
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aparezca una enfermedad o un sintoma de una enfermedad en un paciente que puede estar predispuesto a la
enfermedad pero que aun no se ha diagnosticado que la padece (por ejemplo, incluyendo enfermedades que
pueden estar asociadas con causadas por una enfermedad primaria (tal como en la fibrosis hepatica que puede dar
como resultado el contexto de la infeccion créonica por VHC); (b) inhibir la enfermedad, es decir detener su
desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, causar la regresion de la enfermedad. "Tratar" y "tratamiento”
también se refieren a proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invencion,
como el Unico agente activo o junto con al menos un agente activo adicional a un paciente que tiene o es susceptible
a la infeccion por la hepatitis C.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una combinacién farmacéutica de la presente invencion se refiere a una
cantidad eficaz, cuando se administra a un paciente, para proporcionar un beneficio terapéutico tal como una mejora
de los sintomas, por ejemplo, una cantidad eficaz para disminuir los sintomas de una infeccién por hepatitis C. Por
ejemplo un paciente infectado con un virus de la hepatitis C puede presentar niveles elevados de determinadas
enzimas hepaticas, incluyendo AST y ALT. Los niveles normales de AST son de 5 a 40 unidades por litro de suero
(la parte liquida de la sangre) y los niveles normales de ALT son de 7 a 56 unidades por litro de suero. Por lo tanto,
una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para proporcionar una reduccion significativa de los
niveles de AST y ALT elevados o una cantidad suficiente para proporcionar una vuelta de los niveles de AST y ALT
al intervalo normal. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una cantidad suficiente para prevenir un
aumento significativo o reducir de forma significativa el nivel detectable de virus o anticuerpos virales en la sangre,
suero, o tejidos del paciente. Un método para determinar la eficacia del tratamiento incluye medir los niveles de ARN
del VHC mediante un método convencional para determinar los niveles de ARN viral tales como el ensayo de Roch
TagMan. En determinadas realizaciones preferentes, el tratamiento reduce los niveles de ARN del VHC por debajo
del limite de cuantificacion (30 IU/ml, tal como se mide con el ensayo de Roche TagMan(R)) o mas preferentemente
por debajo del limite de deteccion (10 IU/ml, Roche TagMan).

Un aumento o reduccion significativos en el nivel detectable de virus o anticuerpos virales es cualquier cambio
detectable que es estadisticamente significativo en un ensayo paramétrico convencional de significancia estadistica
tal como el ensayo de T de Student, en el que p < 0,05.

DESCRIPCION QUIMICA

Los compuestos de la presente invencién pueden contener uno o mas elementos asimétricos tales como centros
estereogénicos, ejes estereogénicos y similares, por ejemplo atomos de carbono asimétricos, de modo que los
compuestos pueden existir en diferentes formas estereoisoméricas. A menos que se indique de otro modo, estos
compuestos pueden ser, por ejemplo, racematos o formas dpticamente activas.

Para los compuestos con dos o mas elementos asimétricos, estos compuestos pueden ser adicionalmente mezclas
de diasteredmeros. Para los compuestos que tienen centros asimétricos, se deberia entender que, a menos que se
indique de otro modo, estan incluidos todos los isdmeros épticos y mezclas de los mismos. Ademas, los compuestos
con dobles enlaces carbono-carbono pueden aparecer en las formas Z y E, con todas las formas isomérica las de
los compuestos estan de incluidas en la presente invencion. En estas situaciones, los enantidmeros individuales, es
decir, formas ¢pticamente activas, se pueden obtener por sintesis asimétrica, sintesis a partir de precursores
opticamente puros, o por resolucion de los racematos. La resolucion de los racematos también se puede conseguir,
por ejemplo, mediante métodos convencionales tales como cristalizaciéon en presencia de un agente de resolucion, o
cromatografia, usando, por ejemplo una columna de HPLC quiral.

Cuando un compuesto existe en diversas formas tautoméricas, la invenciéon no se limita a uno cualquiera de los
tautdmeros especificos, pero en su lugar incluye todas las formas tautoméricas.

La presente invencién pretende incluir todos los isétopos de atomos que se producen en los presentes compuestos.
Los is6topos incluyen los atomos que tienen el mismo numero atémico pero diferentes nimeros basicos. A modo de
ejemplo general, y sin limitacion, los is6topos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio y los is6topos de carbono
incluyen 'c, ¢, y "C. Las combinaciones de sustituyentes y/o variables solo se permiten si dichas combinaciones
dan como resultado compuestos estables.

PREPARACIONES FARMACEUTICAS

Los compuestos de la invencidon se pueden administrar como el agente quimico puro, pero se administran
preferentemente como una composiciéon farmacéutica. Por consiguiente, la invencién proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de los compuestos de la
invencion, junto con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede
contener un compuesto de la presente invencion su sal del mismo como el Unico agente activo, o puede contener
uno o mas agentes activos adicionales.

Los compuestos de la invencién se pueden administrar por via oral, por via tépica, por via parenteral, por inhalacion
o pulverizacion, por via sublingual, por via transdérmica, a través de administraciéon bucal, por via rectal, como una
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solucién oftalmica, o por otros medios, en formulaciones de dosificacion unitaria que contienen vehiculos
farmacéuticamente aceptables convencionales. La composiciéon farmacéutica se puede formular como cualquier
forma farmacéuticamente Uutil, por ejemplo, en forma de un aerosol, una crema, un gel, una pildora, una capsula, un
comprimido, un jarabe, un parche transdérmico, o una solucion oftalmica. Algunas formas de dosificacion, tales
como comprimidos y capsulas, se subdividen adecuadamente en dosis individuales dimensionadas de forma
adecuada que contienen cantidades apropiadas de los componentes activos, por ejemplo, una cantidad eficaz para
conseguir el fin deseado.

Los vehiculos incluyen excipientes y diluyentes y deben ser de pureza suficientemente elevada y toxicidad
suficientemente baja para hacerlos adecuados para su administracion al paciente que se esta tratando. El vehiculo
puede ser inerte o puede poseer beneficios farmacéuticos por si mismo. La cantidad de vehiculo usado en conjunto
con el compuesto es suficiente para proporcionar una cantidad practica de material para administracion por dosis
individual del compuesto.

Las clases de vehiculos incluyen, pero no se limitan a aglutinantes, agentes de tamponamiento, agentes colorantes,
diluyentes, disgregantes, emulsionantes, saborizantes, sustancias de deslizamiento, lubricantes, conservantes,
estabilizantes, tensioactivos, agentes de formaciéon de comprimidos, y agentes humectantes. Algunos vehiculos se
pueden enumerar en mas de una clase, por ejemplo el aceite vegetal se puede usar como un lubricante en algunas
formulaciones y como un diluyente en otras. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables a modo de ejemplo
incluyen azucares, almidones, celulosas, tragacanto en polvo, malta, gelatina; talco, y aceites vegetales. Los
agentes activos opcionales se pueden incluir en una composiciéon farmacéutica, que no interfiere basicamente con la
actividad del compuesto de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para administraciéon oral. Estas composiciones contienen
entre un 0,1 y un 99 % en peso (% en peso) de una hidrazona o un compuesto de diacil hidrazina y normalmente al
menos aproximadamente un 5 % en peso de una hidrazona o un compuesto de diacil hidrazina. Algunas
realizaciones contienen de aproximadamente un 25 % en peso a aproximadamente un 50 % en peso o de
aproximadamente un 5 % en peso a aproximadamente un 75 % en peso de la hidrazona o compuesto de diacil
hidrazina.

METODOS DE TRATAMIENTO

Los compuestos de la presente invencion son utiles en métodos para prevenir y tratar las infecciones por hepatitis C
proporcionando una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién a un paciente en riesgo de infeccién por
hepatitis C o infectado con un virus de la hepatitis C. Un compuesto de la invencién se puede proporcionar como el
Unico agente activo o se puede proporcionar junto con uno o mas agentes activos adicionales.

Las combinaciones farmacéuticas que se desvelan en el presente documento son Utiles para prevenir y tratar
infecciones por hepatitis C en pacientes.

Una cantidad eficaz de una combinacion farmacéutica de la invencion puede ser una cantidad suficiente para (a)
prevenir que se produzca la hepatitis C o un sintoma de una hepatitis C en un paciente que puede estar
predispuesto a la hepatitis C pero que aun no se ha diagnosticado que la padece o para prevenir enfermedades que
se pueden asociar con o pueden estar causadas por una infeccion por hepatitis C primaria (tales como fibrosis
hepatica que pueden dar como resultado el contexto de una infeccion cronica por HVC); (b) inhibir la progresion de
la hepatitis C; y (c) causar una regresion de la infeccion por hepatitis C. Una cantidad de un efecto de una
composicion farmacéutica para inhibir el avance o causar una regresion de la hepatitis C incluye una cantidad eficaz
para detener el empeoramiento de los sintomas de la hepatitis C o reducir los sintomas experimentados por un
paciente infectado con el virus de la hepatitis C. Como alternativa una detencion de la progresion o regresion de la
hepatitis C se puede indicar con cualquiera de varios marcadores para la enfermedad. Por ejemplo, una falta de
aumenta o reduccion en la carga viral de la hepatitis C o una falta de aumenta o reduccién en el nimero de
anticuerpos del VHC en circulacién en la sangre de un paciente son marcadores de una detencion en la progresion o
regresion de la infeccion por hepatitis C. Otros marcadores de la enfermedad hepatitis C incluyen niveles de
aminotransferasas, particularmente niveles de las enzimas hepaticas AST y ALT. Los niveles normales de AST son
de 5 a 40 unidades por litro de suero (la parte liquida de la sangre) y los niveles normales de ALT son de 7 a 56
unidades por litro de suero. Por lo general, estos niveles seran elevados en un paciente infectado por el VHC. La
regresion de la enfermedad normalmente la marcada con la vuelta de los niveles de AST y ALT al intervalo normal.

Los sintomas de la hepatitis C que se pueden ver afectados por una cantidad eficaz de una combinacion
farmacéutica de la invencion incluyen disminucion de la funcion hepatica, fatiga, sintomas similares a los de la gripe:
fiebre, escalofrios, dolores musculares, dolor de articulaciones, y dolores de cabeza, nauseas, aversion a
determinados alimentos, pérdida de peso sin explicacion, trastornos psicolégicos incluyendo depresion, sensibilidad
en el abdomen, e ictericia.

"Funcion hepatica" se refiere a una funcion normal del higado, incluyendo, pero no limitada a, una funcion sintética
que incluye sintesis de proteinas tales como proteinas del suero (por ejemplo, albumina, factores de coagulacion,
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fosfatasa alcalina, aminotransferasas (por ejemplo, alanina transaminasa, aspartato transaminasa), 5'-nucleosidasa,
y glutaminiliranspeptidasa, etc.), sintesis de bilirrubina, sintesis de colesterol, y sintesis de acidos biliares; una
funcién metabdlica hepatica, incluyendo metabolismo de los hidratos de carbono, metabolismo de aminoacidos y
amoniaco, metabolismo de hormonas, y metabolismo de lipidos; desintoxicacion de farmacos exégenos; y una
funciéon hemodinamica, incluyendo hemodinamica esplancnica y portal.

Una cantidad eficaz de una combinacién que se describe en el presente documento también proporcionara una
concentracion suficiente de los agentes activos en la concentracion cuando se administran a un paciente. Una
concentracion suficiente de un agente activo es una concentracion del agente en el organismo del paciente
necesaria para prevenir o combatir la infeccion. Tal cantidad se puede determinar experimentalmente, por ejemplo
sometiendo a ensayo la concentracion en sangre del agente, o tedricamente, calculando la biodisponibilidad. La
cantidad de un agente activo suficiente para inhibir la infeccion viral se puede determinar con un ensayo
convencional para capacidad de infeccion viral tal como un ensayo basado en replicones, que se ha descrito en la
bibliografia.

La invencion también incluye el uso de combinaciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la invencion
en terapias profilacticas. En el contexto de tratamiento profilactico o preventivo, una cantidad eficaz de un
compuesto de la invencion es una cantidad suficiente para disminuyen de forma significativa el riesgo por parte del
paciente para contraer una infeccion por hepatitis C.

La invencion desvela un método para inhibir la replicacién del VHC in vivo que comprende proporcionar un
compuesto o sal de la invenciéon a un paciente infectado con el VHC, una concentracién del compuesto o sal
suficiente para inhibir la replicacién del replicon del HCV in vifro. En este caso la concentracion incluye una
concentracion in vivo, tal como una concentracion en sangre o en plasma. La concentracion de compuesto suficiente
para inhibir la replicacion del replicén del VHC in vitro incluye y se puede determinar a partir de un ensayo de
replicacion del replicon tal como el ensayo que se proporciona en el Ejemplo 3, en el presente documento.

Los métodos de tratamiento que se desvelan en el presente documento incluyen proporcionar determinadas
cantidades de dosificacion de un compuesto de la invenciéon a un paciente. Los niveles de dosificacion de cada
agente activo de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de peso corporal al dia son
utiles en el tratamiento de las afecciones indicadas anteriormente (de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente
7 g por paciente al dia). La cantidad de principio activo que se puede combinar con los materiales vehiculo para
producir una forma de dosificacion individual variaran dependiendo de paciente tratado y del modo de administracion
en particular. Unidad de dosificacion de un compuesto de la invencién. En ciertas realizaciones se proporcionan
diariamente a un paciente de 25 mg a 500 mg, o de 25 mg a 200 mg de un compuesto de la invencién. La frecuencia
de la dosificacion también puede variar dependiendo del compuesto usado y de la enfermedad tratada en particular.
Sin embargo, para el tratamiento de la mayoria de los trastornos infecciosos, es preferente un régimen de
dosificacion de 4 veces al dia o menos y un régimen de dosificacion de 1 o 2 veces al dia es particularmente
preferente.

Sin embargo, se entendera que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente en particular dependera de una
diversidad de factores que incluyen la actividad del compuesto especifico usado, la edad, peso corporal, salud
general, sexo, dieta, tiempo de administracion, via de administracion, y tasa de excrecion, combinacion de farmacos
y la gravedad de la enfermedad en particular en el paciente que se esta sometiendo a terapia.

FORMULACIONES ENVASADAS

Los compuestos o sales de la presente invencién se pueden proporcionar en un envase junto con instrucciones para
el uso de la composicién para tratar a un paciente que padece infeccion por Hepatitis C.

Los compuestos de sales se pueden proporcionar en forma de combinaciones farmacéuticas envasadas. Tales
combinaciones envasadas incluyen un compuesto de la presente invencidon en un envase. El envase puede incluir
adicionalmente instrucciones para el uso de la combinacion para tratar o prevenir una infeccion virica, tal como una
infeccion por hepatitis C, en un paciente.

La combinacién farmacéutica envasada puede incluir uno o mas principios activos adicionales.
METODOS DE COMBINACION

La invencion incluye composiciones farmacéuticas y su uso en un método de tratamiento en el que se proporciona
un compuesto o sal de la invencién junto con uno o mas principios activos adicionales. En ciertas realizaciones el
principio activo (o agente) es un inhibidor de proteasas del VHC o inhibidor de polimerasas del VHC. Por ejemplo el
inhibidor de proteasas puede ser telaprevir (VX-950) y el inhibidor de polimerasas puede ser valopicitabina, o NM
107, el agente activo en el que se convierte la valopicitabina in vivo. En ciertas realizaciones el segundo agente
activo es ribavirina, interferon, o conjugado de interferdén alfa Peg.
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Los compuestos de la invencion y un agente activo adicional se pueden: (1) coformular y administrar o distribuir de
forma simultanea en una formulacion combinada; (2) administrar alternativamente buen paralelo como formulaciones
separadas; o (3) mediante cualquier otro régimen de terapia de combinacion conocido en la técnica. Cuando se
administran en terapia alternante, los compuestos de la presente invencion se pueden administrar o distribuir con un
agente activo adicional secuencialmente, por ejemplo, en solucion, emulsion, suspension, comprimidos, pildoras o
capsulas separados, o mediante diferentes inyecciones en jeringas individuales. En general, durante la terapia
alternante, una dosificacion eficaz de cada principio activo se administra secuencialmente, es decir, en serie,
mientras que en la terapia simultanea, las dosificaciones eficaces de dos o mas principios activos se administran
juntas. También se pueden usar diversas secuencias de terapia de combinacion intermitente.

Se puede proporcionar un compuesto de la presente invenciéon a un paciente y un interferén tal como un interferon
pegilado o un interferén gamma.

El interferon de ser el Unico compuesto proporcionado con el compuesto de la invencién o se puede proporcionar
con un agente activo adicional que no sea un interferén.

Los compuestos de la presente invencidn se pueden proporcionar o usar con una cualquiera de una combinacién de
los siguientes compuestos y sustancias como un agente activo adicional:

Inhibidores de caspasa: IDN 6556 (Idun Pharmaceuticals)

Inhibidores de ciclofilina: NIM811 (Novartis) y DEBIO-025 (Debiopharm)

Inhibidores de citocromo P450 monooxigenasa: ritonavir (documento de patente WO 94/14436), ketoconazol,
troleandomicina, 4-metil pirazol, ciclosporina, clometiazol, cimetidina, itraconazol, fluconazol, miconazol,
fluvoxamina, fluoxetina, nefazodona, sertralina, indinavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenavir, saquinavir,
lopinavir, delavirdina, eritromicina, VX-944, y VX-497. Los inhibidores de CYP preferentes incluyen ritonavir,
ketoconazol, troleandomicina, 4-metil pirazol, ciclosporina, y clometiazol

Glucocorticoides: hidrocortisona, cortisona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, triamcinolona,
parametasona, betametasona, y dexametasona

Hematopoyetinas: hematopoyetina-1 y hematopoyetina-2. Otros miembros de la superfamilia de las
hematopoyetinas tales como los factores de estimulacion de colonias (por ejemplo, (por ejemplo, G-CSF, GM-
CSF, M-CSF), Epo, y SCF (factor de células madre)

Terapias Homeopaticas: Cardo Mariano, silimarina, ginseng, glicirricina, raiz de regaliz, magnolia china, vitamina
C, vitamina E, beta caroteno, y selenio

Compuestos inmunomoduladores: talidomida, IL-2, hematopoyetinas, inhibidores de IMPDH, por ejemplo
Merimepodib (Vertex Pharmaceuticals Inc.), interferon, incluyendo el interferén natural (tal como OMNIFERON,
Viragen y SUMIFERON, Sumitomo, una mezcla de Interferones naturales), interferén alfa natural (ALFERON,
Hemispherx Biopharma, Inc.), interferén alfa nl de células linfoblastoides (WELLFERON, Glaxo Wellcome),
interferon alfa oral, interferon Peg, interferon alfa 2a Peg (PEGASYS, Roche), interferén alfa 2a recombinante
(ROFERON, Roche), interferén alfa 2b inhalado (AERX, Aradigm), interferon alfa 2b Peg (ALBUFERON, Human
Genome Sciences/Novartis, PEGINTRON, Schering), interferén alfa 2b recombinante (INTRON A, Schering),
interferon alfa 2b pegilado (PEG-INTRON, Schering, VIRAFERONPEG, Schering), interferon beta-1a (REBIF,
Serono, Inc. y Pfizer), interferén alfa consenso (INFERGEN, Valeant Pharmaceutical), interferon gamma-1b
(ACTIMMUNE, Intermune, Inc.), interferon alfa no pegilado, interferén alfa, y sus analogos, y timosina alfa 1
sintética (ZADAXIN, SciClone Pharmaceuticals Inc.)

Inmunosupresores: sirolimus (RAPAMUNE, Wyeth)

Interleuquinas: (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-11, IL-12), LIF, TGF-beta, TNF-alfa) y otros factores de bajo
peso molecular (por ejemplo, AcSDKP, pEEDCK, hormonas timicas, y minicitoquinas)

Potenciadores de Interferon: EMZ702 (Transition Therapeutics)

Inhibidores de IRES: VGX-410C (VGX Pharma)

Anticuerpos Monoclonales y Policlonales: XTL-6865 (XTL), HuMax-HepC (Genmab), Inmuno Globina de la
Hepatitis C (humana) (CIVACIR, Nabi Biopharmceuticals)

Analogos de nucleédsidos: Lamivudina (EPIVIR, 3TC, GlaxoSmithKline), MK-0608 (Merck), zalcitabina (HIVID,
Roche US Pharmaceuticals), ribavirina (incluyendo COPEGUS (Roche), REBETOL (Schering), VILONA (ICN
Pharmaceuticals, y VIRAZOLE (ICN Pharmaceuticals), y viramidina (Valeant Pharmaceuticals), un profarmaco de
amidina de ribavirina. También se pueden usar combinaciones de analogos de nucledsidos.

Inhibidores no nucledsidos: PSI-6130 (Roche/ Pharmasset), delaviridina (RESCRIPTOR, Pfizer), y HCV-796
(Viropharm)

Inhibidor de la proteina P7: amantadina (SYMMETREL, Endo Pharmaceuticals, Inc.)

Inhibidores de polimerasas: NM283 (valopicitabina) (Idenix) y NM 107 (Idenix).

Inhibidores de proteasas: BILN-2061 (Boehringer Ingelheim), GW-433908 (profarmaco de Amprenavir, Glaxo/
Vertex), indinavir (CRIXIVAN, Merck), ITMN-191 (Intermune/ Array Biopharma), VX950 (Vertex) y combinaciones
que comprenden uno o mas de los inhibidores de proteasas mencionados anteriormente

ARN de interferencia: SIRNA-034 ARNi (Sirna Therapeutics)

Vacunas Terapéuticas: IC41 (Intercell), IMN-0101 (Imnogenetics), Gl 5005 (Globeimmune), Chronvac-C (Tripep/
Inovio), ED-002 (Imnogenetics), Hepavaxx C (ViRex Medical)

Agonistas de TNF: adalimumab (HUMIRA, Abbott), entanercept (ENBREL, Amgen y Wyeth), infliximab
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(REMICADE, Centocor, Inc.)

Inhibidores de tubulinas: Colchicina

Moduladores del receptor de esfingosina-1-fosfato: FTY720 (Novartis)

Agonistas de TLR: ANA-975 (Anadys Pharmaceuticals), agonista TLR7 (Anadys Pharmaceuticals), CPG10101
(Coley), y agonistas de TLR9 incluyendo CPG 7909 (Coley)

Inhibidores de Ciclofilina: NIM811 (Novartis) y DEBIO-025 (Debiopharm)

A los pacientes que reciben medicaciones para la hepatitis C por lo general se les proporciona interferén junto con
otro agente activo. Por lo tanto, se incluyen como reivindicaciones métodos de tratamiento y combinaciones
farmacéuticas en los que se proporciona el compuesto u de la invencion junto con un interferén, tal como interferon
alfa 2a pegilado, desea que los agentes activos adicionales se incluyan como realizaciones. De forma analoga en el
presente documento se proporcionan métodos y combinaciones farmacéuticas en los que la ribavirina es un agente
activo adicional.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente con los siguientes ejemplos que no se deberian interpretar como
limitantes. Los compuestos a modo de ejemplo que no entran dentro del alcance de las reivindicaciones se
proporcionan confines de informacion.

Los compuestos que se proporcionan en el presente documento por lo general se pueden preparar usando métodos
de sintesis convencionales. Por lo general, los materiales de partida estan disponibles faciimente a partir de fuentes
comerciales, tales como Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO). Por ejemplo, se puede usar una ruta de sintesis similar
a la que se muestra en el Ejemplo 1 o 2. Sera evidente que el producto final y cualquier compuesto o compuestos
intermedios mostrados en los siguientes esquemas se pueden extraer, secar, filtrar y/o concentrar, y adicionalmente
se pueden purificar (por ejemplo, por cromatografia). Cada variable (por ejemplo, "R") en los siguientes Esquemas,
se refiere a cualquier grupo coherente con la descripcion de los compuestos que se proporcionan en el presente
documento. Una persona experta en la materia puede encontrar modificaciones de una o varias de las etapas de
sintesis que se describen en el presente documento sin desviarse de forma significativa del esquema de sintesis
global. En el presente documento se proporcionan, en los Ejemplos 1-5, detalles experimentales adicionales para la
sintesis de compuestos representativos a través de estos esquemas.

ABREVIATURAS

Las siguientes abreviaturas quimicas se usan en el Ejemplo 1. Las abreviaturas adicionales usadas en estos
ejemplos seran familiares para los expertos en la materia de la sintesis quimica organica.

CDI 1,1'-Carbonildiimidazol

DBU Diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno

DCM Diclorometano

DIEA  N,N-Diisopropiletil amina

DMF Dimetil formamida

HATU  O-(7-azabenotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
HBTU Hexafluorofosfato de O-(1H-benzotriazol-1-il) N,N,N',N*-tetrametiluronio
NMM  N-metilmorfolina

RCM Metatesis de cierre de anillo

TEA Trietilacetato

TFA Acido trifluoroacético

EJEMPLO 1. SINTESIS DEL ACIDO 1-((2S,4R)-1-((S)-2-TERC-BUTIL-4-OXO-4-(PIPERIDIN-1-IL)BUTANOIL)-4-(7-
METOXI-2-FENILQUINOLIN-4-ILOXI)PIRROLIDIN-2-CARBOXAMIDO)-2-VINILCICLOPROPANOCARBOXILICO

Etapa 1. Preparacion de N-(ciclopropilsulfonil)-1-(BOC-amino)-2-vinilciclopropanocarboxamida
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Se disuelve CDI (2,98 g, 18,4 mm, 1,1 equiv.) en acetato de etilo. El acido N-Boc-ciclopropilvinilico (3,8 g, 16,7 mm,
1,0 equiv.), preparado a través del procedimiento proporcionado por Beaulieu, P.L. et al. (J. Org. Chem. 70: 5869-79
(2005)) se afade a la mezcla de CDI/ acetato de etilo y se agita a TA hasta que el material de partida se consume. A
esta mezcla se afiade ciclopropil sulfonamina (2,2 g, 18,4 mm, 1,1 equiv.) seguido por DBU (2,1 ml, 20,5 mm, 1,23
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equiv.) y la mezcla se agita a TA durante 2 h. El tratamiento y la purificacion por cromatografia sobre gel de silice
proporcionan 2 g del compuesto 2.

Etapa 2. Preparacion de 2-(1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-
5 iloxi)pirrolidin-1-carboxilato de (2S,4R)-terc-butilo y (2S,4R)-N-(1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )-4-(7-
metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida
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10 El compuesto 1 (4,3 g, 9,3 mmol, 1,1 equiv.), preparado de acuerdo con método que se proporciona en el
documento de patente WO 02/060926, en DMF se agita con hexafluorofosfato de O-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
Tetrametiluronio (4,1 g,10,5 mmol, 1,3 equiv.) durante 30 minutos, seguido de la adicién de ciclopropilamina 2 (1,92
g, 8,3 mmol, 1,0 equiv.) y N-metilmorfolina (2,52 g, 25,0 mmol, 3,0 equiv.). La mezcla se agita durante una noche y
el disolvente se retira a presion reducida. El residuo resultante se diluye con acetato de etilo y se lava con NaHCO3

15 acuoso saturado. El disolvente organico se seca sobre MgSO4 y se concentra a presion reducida para proporcionar
el compuesto 3 en bruto, que se usa para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

El compuesto 3 en 10 ml de CH,Cl; seco se trata con 5 ml de TFA y se agita durante una noche. El disolvente se
retira y el residuo se recristaliza a partir de acetato de etilo para proporcionar 4,12 g del Compuesto 4 (rendimiento
20 de un 61 % en dos etapas).

Etapa 3. Preparacion de acido (3S)-3-((2S,4R)-2-(1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropilcarbamoil)-4-(7-
metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carbonil)-4,4-dimetilpentanoico
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El Acido 5 (58 mg, 0,25 mmol, 1,2 equiv.), preparado a través del procedimiento proporcionado por Evans, D.A., et
al. (J. Org. Chem. 64: 6411 - 6417 (1999)) en 1,2 ml de DMF se agita con 4 (138 mg, 0,21 mmol), HATU (160 mg,
0,42 mmol, 2,0 equiv.), y DIEA (0,63 mmol, 3,0 equiv.) durante una noche. La mezcla se somete a purificacion por

30 HPLC para proporcionar 121 mg del compuesto 6 (rendimiento de un 77 %), que se trata adicionalmente con 0,5 ml
de TFA en 1,0 ml de DCM durante una noche. El disolvente se retira para proporcionar el Compuesto 7 con un
rendimiento de un 100 %.

Etapa 4. Preparacion de (2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil )-N-(1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
35 2-vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida
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El Acido 7 (0,15 mmol) en 1,0 ml de DMF se agita con piperidina (exceso, 0,6 mmol, 4 equiv.), HATU (115 mg, 0,3
mmol, 2,0 equiv.), y DIEA (0,45 mmol, 3,0 equiv.) durante 4 h. La mezcla se somete a purificaciéon por HPLC para
proporcionar 77,1 mg del compuesto 8.

Etapa 5. Preparacion de acido (3S)-3-((2S,4R)-2-(1-(etoxicarbonil)-2-vinilciclopropilcarbamoil)-4-(7-metoxi-2-
fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-1-carbonil)-4,4-dimetilpentanoico

repyD oy @ oy
o, Q,

=
3 — ., 0"-
e 0 RS ¢ B2 @ﬁ§h
HCI 01(\&’&0 HO—(\EA o
7 o T 7 o /T~ 7/
9 10 1

El Acido 5 (105 mg, 0,46 mmol, 1,2 equiv.) en 1,2 ml de DMF se agita con el compuesto 9 (202 mg, 0,38 mmol),
HATU (290 mg, 0,76 mmol, 2,0 equiv.), y DIEA (1,2 mmol, 3,0 equiv.) durante una noche. La mezcla se somete a
purificacion por HPLC para proporcionar 204,3 mg del compuesto 10 (rendimiento de un 75 %), que se trata
adicionalmente con 0,5 ml TFA en 1,0 ml de DCM durante una noche. El disolvente se retira para proporcionar el
compuesto 11 con un rendimiento de un 100 %.

O,
y %o" (>~ {~°
HN N 0/-.-‘
HOMO \(\Ao HN% N hn— oM
H Y N K ~"~0
o A~ 2 / C’H(‘A
O/T\ 04\ Vs
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Etapa 6. Preparacion de producto final

El Acido 11 (30 mg, 0,045 mmol) en 1,0 ml de DMF se agita con piperidina (0,27 mmol, 6 equiv.), HATU (34 mg, 0,09
mmol, 2,0 equiv.), y DIEA (0,14 mmol, 3,0 equiv.) durante 2 h. La mezcla se somete a purificaciéon por HPLC para
proporcionar 21,2 mg del compuesto 12 (rendimiento de un 65 %), que se hidroliza en metanol con NaOH 2 N
durante 6 h. La mezcla se acidifica con HCI 6 N y se somete a purificacion por HPLC para proporcionar 7,6 mg del

compuesto 13.
EJEMPLO 2. COMPUESTOS ADICIONALES

Los compuestos que se desvelan en la Tabla 1 que sigue a continuacion se preparan con los métodos que se han
expuesto en el Ejemplo | mencionado anteriormente.
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EJEMPLO 3. ENSAYO PARA IDENTIFICAR COMPUESTOS QUE INHIBEN LA REPLICACION DEL VHC

Los compuestos que se reivindican en el presente documento se someten a ensayo para la capacidad para inhibir la
replicacion viral del replicon de la Hepatitis C en células cultivadas en las que se ha incorporado el constructo del
replicon del HCV. El sistema de replicon del VHC se describié en Bartenschlager, et al. (Science, 285, paginas 110-
113 (1999)). El sistema de replicén es predictivo de la actividad anti-VHC in vivo; los compuestos que son activos en
seres humanos evidencian de forma uniforme la actividad en el ensayo del replicon.

En este ensayo, se tratan células que contienen replicon del VHC con diferentes concentraciones del compuesto de
ensayo para determinar la capacidad del compuesto de ensayo para suprimir la replicacion del replicén del VHC.
Como un control positivo, las células que contienen el replicén del VHC se tratan con diferentes concentraciones de
interferon alfa, un inhibidor conocido de la replicacion del VHC. El sistema de ensayo del replicon del VHC incluye
Neomicina Fosfotransferasa (NPT) como un componente del replicon en si mismo para detector la transcripcion de
los productos genéticos del replicon en la célula huésped. Las células en las que el replicon del VHC se esta
replicando activamente tienen niveles elevados de NPT; el nivel de NPT es proporcional a la replicacién del VHC.
Las células en las que el replicon del VHC no se esta replicando también tienen niveles bajos de NPT y por lo tanto
no sobreviven cuando se tratan con Neomicina. El nivel de NPT de cada muestra se mide usando un ELISA
capturado.

A continuacion se presenta un protocolo para someter a ensayo la capacidad de los compuestos para inhibir la
replicacion viral de células cultivadas del replicon de la Hepatitis C en las que se ha incorporado el constructo del
replicon.

3A. Replicon del VHC y Expresion del Replicon

El genoma del VHC consiste en un solo ORF que codifica una poliproteina de 3000 aminoacidos. EI ORF esta
flanqueado en el lado 5' por una region sin traducir que sirve como un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) y
en el lado 3' por una secuencia altamente conservada necesaria para la replicacion viral (3'-NTR). Las proteinas
estructurales, necesarias para la infeccion virica, se localizan cerca del extremo 5' del ORF. Las proteinas no
estructurales, denominadas NS2 a NS5B comprenden el resto del ORF.

El replicén del VHC contiene, 5'-3', el VCH-IRES, el gen de la neomicina fosfotransferasa (neo), el IRES del virus de
la encefalomiocarditis, que dirige la traduccion de las secuencias del VHC de NS3 a NS5B, y el 3-NTR. La
secuencia del replicon del VHC se ha depositado en GenBank (N° de Registro AJ242652).

El replicon se transfecta en células Huh-7 usando métodos convencionales tales como electroporacion.
3B. Mantenimiento Celular

El equipo y los materiales incluyen, pero no se limitan a, células que contienen replicon del VHC de Huh-7, medios
de mantenimiento (DMEM (medio de Eagle modificado con Dulbecco) complementado con FBS al 10 %, L-
glutamina, aminoacidos no esenciales, penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 microgramos/ml), y 500
microgramos/ml de Geneticina (G418), medios de identificacion sistematica (DMEM complementado con FBS al 10
%, L-glutamina, aminoacidos no esenciales, penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 microgramos/ml)),
placas para cultivo de tejidos de 96 pocillos (fondo plano), placas de 96 pocillos (fondo en U para dilucion de
farmacos), Interferon alfa para control positivo, reactivo de fijacion (tal como metanol: acetona), anticuerpo primario
(conejo anti-NPTII), anticuerpo secundario: Eu-N11, y solucién de potenciacion.

Las células que contienen el replicon del VHC soportan altos niveles de replicacion del replicén del ARN viral cuando
su densidad es adecuada. La sobreconfluencia causa disminucién de la replicacion del ARN viral. Por lo tanto, las
células se deben mantener en crecimiento en fase logaritmica en presencia de 500 microgramos/ml de G418.
Generalmente, las células deberian pasar dos veces a la semana una diluciéon de 1: 4-6. El mantenimiento celular se
realiza como sigue a continuacion:

Las células que contienen el replicon del VHC se examinan con un microscopio para asegurar que las células crecen
bien. Las células se aclaran una vez con PBS y se afiaden 2 ml de tripsina. La mezcla de células/tripsina se incuba a
37 °C en una incubadora de CO; durante 3-5 minutos. Después de la incubacion, se afiaden 10 ml de medios
completos para detener la reaccion de tripsinizacion. Las células se extraen con cuidado, se ponen en un tubo de 15
ml, y se centrifugan a 1200 rpm durante 4 minutos. La solucidn de tripsina/ medio se retira. Se afiade medio (5 ml) y
las células se mezclan cuidadosamente. Se hace el recuento de las células.

A continuacion, las células se siembran en placas de 96 pocillos a una densidad de 6000-7500 células/100

microlitros/ pocillo (6-7,5 x 10° células/10 ml/placa). A continuacion, las placas se incuban a 37 °C en una incubadora
de CO3 al 5 %.
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Las células se examinan con un microscopio aproximadamente 24 horas después de la siembra y antes de afiadir
los farmacos. Si el recuento y la dilucion se realizaron correctamente, las células son confluentes en un 60-70 % y
casi todas las células deberian unirse y extenderse uniformemente en el pocillo.

3C. Tratamiento de células que contienen replicon del VHC con Compuesto de Ensayo

Las células que contienen el replicon del VHC se aclaran una vez con PBS; a continuacién se afiaden 2 ml de
tripsina. Las células se incuban a 37 °C en una incubadora de CO, al 5 % durante 3-5 minutos. Se afiaden 10 ml de
medio completo para detener la reaccion. Las células se extraen con cuidado, se ponen en un tubo de 15 ml, y se
centrifugan a 1200 rpm durante cuatro minutos. La solucién de tripsina/medio se retira y se afiaden 5 ml de medio
(500 ml de DMEM (alta glucosa)) del N° de catalogo 12430-054 de BRL; 50 ml de FBS al 10 %, Geneticina G418 al 5
% (50 mg/ml, N° de catalogo 10131-035 de BRL), 5 ml de aminoacidos no esenciales MEM (100x del N° 11140-050
de BRL) y se afaden 5 ml de pen-estrep (N° 15140-148 de BRL). Las células y los medios se mezclan
cuidadosamente.

Las células se siembran con medio de identificacién sistematica (500 ml de DMEM (N° 21063-029 de BRL), 50 ml de
FBS (N° 10082-147 de BRL) y 5 ml de aminoacidos no esenciales MEM (N° 11140-050 de BRL) a 6000-7500
células/100 pl/pocillo de placa de 96 pocillos (6-7,5 x 10° células/10 ml/placa). Las placas se colocan en una
incubadora de CO; al 5 % a 37 °C durante una noche.

3D. Ensayo

A la mafiana siguiente, los farmacos (compuestos de ensayo o interferén alfa) se diluyen en placas de fondo en U de
96 pocillos con medios o con DMSO/medios, dependiendo de la concentracion final elegida para la identificacion
sistematica. Generalmente para 6 concentraciones de cada ensayo se aplican compuestos que varian de 10
micromolar a 0,03 micromolar. Se colocan 100 pl de la dilucién del compuesto de ensayo en pocillos de la placa de
96 pocillos que contienen las células del replicon del VHC. Se afiade en medios sin farmaco a algunos pocillos como
un control negativo. Se sabe que el DMSO afecta al crecimiento celular. Por lo tanto, si se usan farmacos diluidos en
DMSO, todos los pocillos, incluyendo los pocillos de control negativo (medios solamente) y control positivo
(interferdn alfa), deben contener la misma concentracion de DMSO, para identificacion sistematica de la dosis
individual. Las placas se incuban a 37 °C en un entorno de CO; al 5 % humidificador durante tres dias.

En el dia cuatro, se cuantifica el ensayo de NTPII. El medio se vierte desde las placas y las placas se lavan una vez
en 200 ul de PBS. A continuacion el PBS se decanta y las placas se golpean suavemente en una toalla de papel
para retirar cualquier resto de PBS. Las células se fijan in situ con 100 pl/pocillo de metanol:acetona (1:1) enfriados
previamente (-20 °C) y las placas colocan a -20 °C durante 30 minutos.

La solucién de fijado se vierte desde las placas y se permite que las placas se sequen al aire completamente
(aproximadamente una hora). El aspecto de la capa celular seca se registra en la densidad de las Células en los
potrillos téxicos se puntia a simple vista. Como alternativa, se puede evaluar la viabilidad celular usando el ensayo
de MTS que se describe a continuacion.

Los pocillos se bloquean con 200 pl de solucion de bloqueo (FBS al 10 %; NGS al 3 % en PBS) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. La solucion de bloqueo se retira y se afiaden a cada pocillo 100 pl de conejo anti-NPTII
diluidos a 1:1000 en solucién de bloqueo. A continuacién las placas se incuban 45-60 minutos a temperatura
ambiente. Después de la incubacién, los pocillos se lavan seis veces con solucion de PBS-Tween-20 al 0,05 %. Se
afaden a cada pocillo 100 yl de cabra anti-conejo conjugado con Europio (EU) diluido a 1:15.000 en tampon de
bloqueo y se incuba a temperatura ambiente durante 30-45 minutos. Las placas se lavan de nuevo y se afiaden a
cada pocillo 100 yl de solucion de potenciacion (N° 4001-0010 de Perkin Elmer). Cada placa se agita (aprox. 30 rpm)
en un agitador de placas durante tres minutos. Se transfieren 95 yl desde cada pocillo a una placa de color negro; la
sefial de EU se cuantifica en un lector de placas VICTOR de Perkin-Elmer (EU-Lance).

Cuando en este ensayo se someten a ensayo los Compuestos 11, 16, 25, 33, 38, 39, y 40, éstos presentan valores
de CEsp de aproximadamente 10 micromolar o inferior.

EJEMPLO 4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Para asegurar que la disminucion de la replicacion del replicon se debe a la actividad del compuesto frente al
replicon del VHC se usan en lugar de ensayos de toxicidad no especificos para cuantificar la citotoxicidad del
compuesto.

4A. Ensayos de albumina de proteina celular para citotoxicidad

Las medidas de albumina de proteina celular proporcionan un marcador de citotoxicidad. Los niveles de proteina

obtenidos a partir de ensayos de albumina celular también se pueden usar para proporcionar una referencia de
normalizacion para la actividad antiviral de los compuestos. En el ensayo de albumina de proteina se tratan células
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que contienen el replicén del VHC durante tres dias con diferentes concentraciones de helioxantina; un compuesto
que se conoce por que es citotdxico a concentraciones elevadas. Las células se lisan y el lisado celular se usa para
unir anticuerpo de cabra anti-albumina unido a placa a temperatura ambiente (de 25 °C a 28 °C) durante 3 horas. A
continuacion la placa se lava 6 veces con 1X de PBS. Después de retirar por lavado las proteinas sin unir, se aplica
a albumina de suero anti-humano monoclonal de ratén para unir la albumina en la placa. A continuacion el complejo
se detecta usando IgG de anti-ratén marcada con fosfatasa como un segundo anticuerpo.

4B. Ensayo de MTS para Citotoxicidad

La viabilidad celular también se puede determinar con Ensayo de Proliferacion Celular de Solucion CELLTITER 96
AQUEOUS ONE (Promega, Madison WI), un ensayo colorimétrico para determinar el numero de células viables. En
este método, antes de fijar las células, se afiaden a cada pocillo 10-20 pl de reactivo de MTS de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, las placas se incuban a 37 °C y se leen a una DO de 490 nm. Durante el periodo de
incubacion las células vivas encubren el reactivo de MTS a un producto de formazan que absorbe a 490 nm. Por lo
tanto, la absorbancia a 490 nm es directamente proporcional al niUmero de células vivas en cultivo.

Se puede obtener una comparacion directa de los métodos de Albumina Celular y MTS para determinar la
citotoxicidad tal como sigue a continuacion: Las células se tratan con diferentes concentraciones de compuesto de
ensayo o Helioxantina durante un periodo de tres dias. Antes de la lisis para deteccion de albumina tal como se ha
descrito anteriormente, el reactivo de MTS se afiade de acuerdo con las instrucciones del fabricante a cada pocillo y
se incuba a 37 °C y se lee a DO de 490 nm. La cuantificacion de la albumina celular se realiza a continuacion tal
como se ha descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el compuesto es:

(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((1R,2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(piridin-2-il)-8,9-dihidrofuro[2,3-h]quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; (152)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-morfolino-4-oxobutanoil)-N-((1R,2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(piridin-2-il)-8,9-dihidrofuro[2,3-h]quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; (153)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((1R,2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; (165)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil )-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)-N-
((1R,28)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; (179)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-morfolino-4-oxobutanoil )-4-(8-cloro-7-metoxi- 2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)-N-
((1R,28)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; (180)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-
iloxi)-N-((1R,2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil }-2-vinilciclopropil)pirrolidin-2-carboxamida; (181)
N-((3R,5S)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-4-oxobutanoil)-5-((1R,2S)-1-
(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropilcarbamoil)pirrolidin-3-il}-9H-carbazol-9-carboxamida; (183)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(4,4-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-
iloxi)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; (194)
N-((3R,5S)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-4-oxobutanoil)-5-((1R,2S)-1-
(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropilcarbamoil )pirrolidin-3-il)-2-fenilquinolin-4-carboxamida; (201)
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-
iloxi)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; 206
(2S,4R)-1-((2S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(2-(trifluorometil)pirrolidin-1-il)butanoil }-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-
il)quinolin-4-iloxi)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; 207
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-
il)quinolin-4-iloxi)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; 208
(2S,4R)-1-((2S)-2-terc-butil-4-(3-fluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(8-cloro-7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-
iloxi)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil )pirrolidin-2-carboxamida; 209
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 214
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
2-vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il )quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 215
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(4,4-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 216
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 217
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(4-fluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 218
(2S,4R)-1-((2S)-2-terc-butil-4-(3-fluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 219
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoroazetidin- 1-il)-4-oxobutanoil)-N-((1R)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 223
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3-cloroazetidin-1-il)-4-oxobutanoil)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 224
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 230
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(8-metoxi-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 231
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(piridin-2-il)-8,9-dihidro-7H-ciclopenta[h]quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 237
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-
2-vinilciclopropil)-4-(2-(2-(isopropilamino)tiazol-4-il)-7-metoxi-8-metilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 238
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 239
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
2-vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 240
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-fenilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 241
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(piperidin-1-il)butanoil)-N-((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(piridin-2-il)-8,9-dihidro-7H-ciclopenta[h]quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 242
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(5-cloro-6-metoxi-3-(piridin-2-
il)isoquinolin-1-iloxi)-N-((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil)pirrolidin-2-carboxamida; 244
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-(piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 236
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(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-4-(5-cloro-6-metoxiisoquinolin-1-iloxi)-N-
((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-2-vinilciclopropil)pirrolidin-2-carboxamida; 247
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxi-8-metilquinolin4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 248
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
2-vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2- (piridin-2-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 249
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
2-vinilciclopropil)-4-(2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxi-8-metilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 250
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil }-N-((2S)- 1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(4-isopropiltiazol-2-il)-7-metoxiquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 251
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il )4-oxobutanoil )-N-((2S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-(piridin-3-il)quinolin4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 252
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-oxo-4-(4-(trifluorometil)piperidin-1-il)butanoil )-N-((S)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil)-
2-vinilciclopropil)-4-(7-metoxi-8-metil-2-(piridin-3-il)quinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 253 o
(2S,4R)-1-((S)-2-terc-butil-4-(3,3-difluoropiperidin-1-il)-4-oxobutanoil )-N-((1R)-1-(ciclopropilsulfonilcarbamoil )-2-
vinilciclopropil)-4-(2-(2-isopropiltiazol-4-il)-7-metoxi-8-metilquinolin-4-iloxi)pirrolidin-2-carboxamida; 254.

2. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos o
sales de la reivindicacion 1, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. Un compuesto de la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento de la infeccién por hepatitis C.
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