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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende un derivado de pirazolo[1,5-A]pirimidina como un agente antiviral
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere en general a composiciones farmacéuticas que se utilizan para el tratamiento de
infecciones por el virus Pneumovirinae, en particular para el tratamiento de infecciones del virus sincitial respiratorio.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los virus de Pneumovirinae son virus de ARN de cadena negativa, de sentido negativo, que son
responsables de muchas enfermedades humanas y animales previas. La subfamilia de virus Pneumovirinae es parte
de la familia Paramyxoviridae e incluye el virus sincitial respiratorio humano (HRSV). Casi todos los nifios habran
tenido una infeccion por HRSV en su segundo cumpleafios. El HRSV es la causa principal de infecciones del tracto
respiratorio inferior en la infancia y la nifiez, con un 0,5% a un 2% de las personas infectadas que requieren
hospitalizacion. Los adultos mayores y adultos con enfermedades cronicas del corazén, pulmén o inmunosuprimidos
también tienen un alto riesgo de desarrollar una enfermedad grave por HRSV (http://www.cdc.gov/rsv/index.html).
No hay vacuna disponible para prevenir la infeccion por HRSV actualmente disponible. El anticuerpo monoclonal
palivizumab esta disponible para inmunoprofilaxis, pero su uso esta restringido a bebés de alto riesgo, por ejemplo,
bebés prematuros o aquellos con enfermedad cardiaca o pulmonar congénita, y el costo para el uso general es a
menudo prohibitivo. Ademas, el analogo de nucledsido ribavirina ha sido aprobado como el Unico agente antiviral
para tratar infecciones por HRSV, pero tiene una eficacia limitada. Por lo tanto, existe una necesidad de agentes
terapéuticos anti-Pneumovirinae.

[0003] Ciertos compuestos de fenilo(2-(pirazolo[1,5-a]pirimidina-2-ilo)piperidina-1-ilo)metanona racémicos se ofrecen
a la venta por Asinex Corporation (101 N. Chestnet St., Winston-Salem, NC 27101) pero no se ha descrito la utilidad
de estos compuestos para tratar infecciones por el virus de Pneumovirinae.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0004] La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de la férmula:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un portador farmacéuticamente aceptable, y al menos otro
agente terapéutico.

[0005] En una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de acido trifluoroacético.

[0006] En una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable es una sal formada con un &acido inorganico
seleccionado de acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acidos sulfamicos, acido fosférico o acido
nitrico.

[0007] En una realizacion, la composicion es adecuada para administracion oral.

[0008] En una realizacion, la composicién es una solucidon o suspensién acuosa.

[0009] La presente invencion también proporciona una composicion de la invencion para su uso en un método para

tratar una infeccién por virus Pneumovirinae en un humano, en particular una infeccién por virus sincitial respiratorio.
La composicién farmacéutica se puede administrar por via oral. La composicién farmacéutica se puede administrar
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como una dosis diaria de 1 mg a 1.000 mg administrada en una dosis Unica o dosis multiples, preferiblemente en
una dosis diaria de 5 mg a 500 mg administrada en una sola dosis o dosis multiples.

[0010] El agente terapéutico adicional en las composiciones de la invencién y composiciones para su uso de
acuerdo con la invencion se puede seleccionar de entre el grupo de ribavirina, palivizumab, motavizumab, RSV-IGIV,
MEDI-557, A-60444, MDT-637, BMS-433771, ALN-RSVO, y ALX-0171, o mezclas de los mismos.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES EJEMPLARES
DEFINICIONES

[0011] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos y frases, como se usan en este documento,
tienen los siguientes significados:

Cuando los nombres comerciales se usan en el presente documento, los solicitantes pretenden incluir de forma
independiente el producto de nombre comercial y los ingredientes farmacéuticos activos del producto de nombre
comercial.

[0012] Como se usa en este documento, "un compuesto de la invencién" significa un compuesto dado a conocer en
las reivindicaciones o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. De manera similar, con respecto a los
intermedios aislables, la frase "un compuesto de Férmula (nimero)" significa un compuesto de esa formula y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

[0013] EI término "profarmaco” tal como se utiliza aqui, se refiere a cualquier compuesto que cuando se administra a
un sistema bioldgico genera la sustancia farmacoldgica, es decir, ingrediente activo, como resultado de una
reaccion(es) quimica(s) espontanea(s), reaccion(es) quimica(s) de enzima catalizada, fotdlisis y/o reacciones
quimicas metabodlicas. Un profarmaco es, por lo tanto, una forma analoga o latente modificada covalentemente de un
compuesto terapéuticamente activo.

[0014] Un experto en la técnica reconocera que los sustituyentes y otros restos de los compuestos de las
composiciones de la invencidon deben seleccionarse a fin de proporcionar un compuesto que es suficientemente
estable para proporcionar un compuesto farmacéuticamente util que se puede formular en una composicion
farmacéutica aceptablemente estable. Se contempla que tales compuestos que tienen tal estabilidad estan dentro
del alcance de la presente invencion.

[0015] A menos que se especifique lo contrario, los atomos de carbono de los compuestos descritos aqui tienen la
intencion de tener una valencia de cuatro. En algunas representaciones de estructuras quimicas donde los atomos
de carbono no tienen un nimero suficiente de variables unidas para producir una valencia de cuatro, se debe asumir
que los sustituyentes de carbono restantes necesarios para proporcionar una valencia de cuatro son hidrégeno. Por
ejemplo,
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[0016] "Grupo protector” se refiere a un resto de un compuesto que enmascara o altera las propiedades de un grupo
funcional o las propiedades del compuesto en su totalidad. La subestructura quimica de un grupo protector varia
ampliamente. Una funcion de un grupo protector consiste en servir como intermediario en la sintesis de la sustancia
farmacologica parental. Los grupos de proteccion quimica y las estrategias para la proteccion/desproteccion son
bien conocidos en la técnica. Consulte: "Protective Groups in Organic Chemistry", Theodora W. Greene (John Wiley
& Sons, Inc., Nueva York, 1991. Los grupos de proteccion a menudo se utilizan para enmascarar la reactividad de
ciertos grupos funcionales, para ayudar en la eficiencia de reacciones quimicas deseadas), por ejemplo, hacer y
romper enlaces quimicos de forma ordenada y planificada. La proteccion de los grupos funcionales de un compuesto
altera otras propiedades fisicas ademas de la reactividad del grupo funcional protegido, como la polaridad, la lipofilia
(hidroficicidad) y otras propiedades que pueden medirse con herramientas analiticas comunes. Los intermedios
protegidos quimicamente pueden ser biolégicamente activos o inactivos.

[0017] Compuestos protegidos pueden también exhibir propiedades alteradas, y en algunos casos optimizadas in
vitro e in vivo, tales como el paso a través de las membranas celulares y la resistencia a la degradacion enzimatica o
secuestro optimizado. En esta funcién, los compuestos protegidos con los efectos terapéuticos previstos pueden
denominarse profarmacos. Ofra funcidon de un grupo protector consiste en convertir el farmaco parental en un
profarmaco, por lo que el farmaco parental se libera tras la conversion del profarmaco in vivo. Debido a que los
profarmacos activos pueden absorberse mas efectivamente que el farmaco parental, los profarmacos pueden poseer
una mayor potencia in vivo que el farmaco parental. Los grupos protectores se eliminan ya sea in vitro, en el caso de
intermediarios quimicos, o in vivo, en el caso de profarmacos. Con los productos quimicos intermedios, no es
particularmente importante que los productos resultantes después de la desproteccion, por ejemplo, los alcoholes,
sean fisiolégicamente aceptables, aunque en general es mas deseable si los productos son farmacolégicamente
inocuos.

[0018] El "resto profarmaco” significa un grupo funcional labil que se separa del compuesto inhibidor activo durante
el metabolismo, sistémicamente, dentro de una célula, por hidrdlisis, escision enzimatica o por algun otro proceso
(Bundgaard, Hans, "Design and Application of Prodrugs" en Textbook of Drug Design and Development (1991), P.
Krogsgaard-Larsen y H. Bundgaard, Eds. Harwood Academic Publishers, pp. 113-191). Las enzimas que son
capaces de un mecanismo de activacion enzimatica con, por ejemplo, cualquier compuesto profarmaco de fosfato o
fosfonato de la invencion, incluyen pero no se limitan a, amidasas, esterasas, enzimas microbianas, fosfolipasas,
colinesterasas y fosfasas. Las tecnologias de profarmacos pueden servir para mejorar la solubilidad, la absorcion y
la lipofilicidad para optimizar la administracion de farmacos, la biodisponibilidad y la eficacia. Un resto profarmaco
puede incluir un metabolito activo o un farmaco en si mismo.

[0019] Es de sefialar que todos los enantidmeros, diasteredmeros y mezclas racémicas, tautdmeros, atropisémeros,
polimorfos, pseudopolimorfos de compuestos dentro del alcance de los compuestos de las composiciones de la
invencion y sus sales farmacéuticamente aceptables se abarcan por la presente invencion. Todas las mezclas de
dichos enantidmeros y diasteredmeros estan dentro del alcance de la presente invencion.

[0020] Un compuesto descrito en este documento y sus sales farmacéuticamente aceptables pueden existir como
diferentes polimorfos o pseudopolimorfos. Como se usa en este documento, polimorfismo cristalino significa la
capacidad de un compuesto cristalino para existir en diferentes estructuras cristalinas. El polimorfismo cristalino
puede resultar de diferencias en el empaquetamiento de cristales (polimorfismo de empaquetamiento) o diferencias
en el empaquetamiento entre diferentes conformadores de la misma molécula (polimorfismo conformacional). Como
se usa en este documento, pseudopolimorfismo cristalino significa la capacidad de un hidrato o solvato de un
compuesto para existir en diferentes estructuras cristalinas. Los pseudopolimorfos de la presente invencion pueden
existir debido a diferencias en el empaquetamiento de cristales (pseudopolimorfismo de empaquetamiento) o debido
a diferencias en el empaquetamiento entre diferentes conformadores de la misma molécula (pseudopolimorfismo
conformacional). La presente invencién comprende composiciones que comprenden todos los polimorfos vy
pseudopolimorfos de los compuestos descritos en las reivindicaciones, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0021] Un compuesto divulgado en el presente documento y sus sales farmacéuticamente aceptables también
pueden existir como un sélido amorfo. Tal como se usa en este documento, un sélido amorfo es un sélido en el que
no hay un orden de largo alcance de las posiciones de los atomos en el solido. Esta definicion se aplica también
cuando el tamafio del cristal es de dos nanémetros o menos. Se pueden usar aditivos, incluyendo disolventes, para
crear las formas amorfas de la presente invencion. La presente invencion comprende composiciones que
comprenden todas las formas amorfas de los compuestos descritos en las reivindicaciones, y sus sales
farmacéuticamente aceptables.

[0022] EI modificador "aproximadamente" usado en relacién con una cantidad incluye el valor indicado y tiene el
significado dictado por el contexto (por ejemplo, incluye el grado de error asociado con la medicion de la cantidad
particular).

[0023] EI término "tratar”, como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, significa

invertir, aliviar, inhibir el progreso, o prevenir el trastorno o afeccion al que se aplica dicho término, o uno o mas
sintomas de tal trastorno o afeccion. El término "tratamiento”, como se usa en el presente documento, se refiere al
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acto de ftratar, ya que "tratar" se define inmediatamente anteriormente.

[0024] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa aqui, es la cantidad de un compuesto descrito en
las reivindicaciones presentes en una composicion descrita en la presente memoria que se necesita para
proporcionar un nivel deseado de farmaco en las secreciones y los tejidos de las vias respiratorias y los pulmones, o
alternativamente, en el torrente sanguineo de un sujeto a tratar para proporcionar una respuesta fisiolégica
anticipada o un efecto biolégico deseado cuando dicha composicion se administra por la via de administracion
elegida. La cantidad precisa dependera de numerosos factores, por ejemplo, el compuesto particular, la actividad
especifica de la composicion, el dispositivo de administracion empleado, las caracteristicas fisicas de la
composicion, su uso previsto, asi como las consideraciones del paciente, como la gravedad del estado de la
enfermedad, la cooperacion del paciente, etc., y se puede determinar facilmente por un experto en la técnica y en
referencia a la informacion proporcionada en este documento.

[0025] EI término "solucion salina normal" significa una solucion acuosa que contiene NaCl al 0,9% (p/v).

[0026] EI término "solucion salina hipertonica" significa una solucion acuosa que contiene mas de 0,9% (p/v) de
NaCl. Por ejemplo, el 3% de solucion salina hiperténica contendria un 3% (p/v) de NaCl.

[0027] Cualquier referencia a los compuestos de la invencién descritos en este documento también incluye una
referencia a una sal fisiologicamente aceptable de los mismos. Ejemplos de sales fisiolégicamente aceptables de los
compuestos de la invencion incluyen sales derivadas de una base apropiada, tal como un metal alcalino o un
alcalinotérreo (por ejemplo, Na*, Li*, K*, Ca*? y Mg*?), amonio y NR4s* (en donde R se define aqui). Las sales
fisioldgicamente aceptables de un atomo de nitrdgeno o un grupo amino incluyen (a) sales de adicién de acido
formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acidos
sulfamicos, acido fosfdrico, acido nitrico y similares; (b) sales formadas con acidos organicos tales como, por
ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucoénico,
acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido isetidnico, acido lactobiénico, acido tanico, acido
palmitico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalensulfénico, acido metanosulfénico, acido p-
toluensulfénico, acido bencenosulfonico, acido naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico, acido malonico, acido
sulfosalicilico, acido glicolico, 2-hidroxi-3-naftoato, pamoato, acido salicilico, acido estearico, acido ftalico, acido
mandélico, acido lactico, acido etanosulfénico, lisina, arginina, acido glutamico, glicina, serina, treonina, alanina,
isoleucina, leucina y similares; y (c) sales formadas a partir de aniones elementales, por ejemplo, cloro, bromo y
yodo. Las sales fisioldgicamente aceptables de un compuesto de un grupo hidroxi incluyen el aniéon de dicho
compuesto en combinacion con un catién adecuado tal como Na* y NR4".

[0028] Para uso terapéutico, las sales de los ingredientes activos de los compuestos de la invencién seran
fisioldgicamente aceptables, es decir, seran sales derivadas de un acido o base fisioldgicamente aceptable. Sin
embargo, las sales de acidos o bases que no son fisiologicamente aceptables también pueden ser Utiles, por
ejemplo, en la preparacion o purificacion de un compuesto fisioldgicamente aceptable. Todas las sales, derivadas o
no de un acido o base fisiol6gicamente aceptable, estan dentro del alcance de la presente invencion.

[0029] Se ha de entender que las composiciones en el presente documento comprenden compuestos de la
invencion en su forma no ionizada, asi como zwitteridnica, y combinaciones con cantidades estequiométricas de
agua como en hidratos.

[0030] Los compuestos comprendidos en las composiciones de la invencion pueden tener centros quirales, por
ejemplo, de carbono quiral o atomos de fésforo. Los compuestos de la invencion incluyen, por lo tanto, mezclas
racémicas de todos los estereoisdmeros, incluidos los enantiémeros, diasteredmeros y atropisémeros. Ademas, los
compuestos de la invencion incluyen isémeros oOpticos enriquecidos o resueltos en cualquiera o todos los atomos
quirales asimétricos. En otras palabras, los centros quirales que se desprenden de las representaciones se
proporcionan como isémeros quirales o mezclas racémicas. Las mezclas racémicas y diastereoméricas, asi como
los isémeros Opticos individuales aislados o sintetizados, sustancialmente libres de sus pares enantioméricos o
diastereoméricos, estan todos dentro del alcance de la invencion. Las mezclas racémicas se separan en sus
isdmeros individuales, sustancialmente dpticamente puros, mediante técnicas bien conocidas como, por ejemplo, la
separacion de sales diastereoméricas formadas con adyuvantes épticamente activos, por ejemplo, acidos o bases
seguidos por la conversion de nuevo a las sustancias opticamente activas. En la mayoria de los casos, el isémero
optico deseado se sintetiza por medio de reacciones estereoespecificas, comenzando con el esterecisdmero
apropiado del material de partida deseado.

[0031] EI término "quiral" se refiere a moléculas que tienen la propiedad de no superponerse sobre su imagen
especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a moléculas que son superponibles sobre su imagen
especular.

[0032] EI término "estereocisdmeros" se refiere a compuestos que tienen una constitucion quimica idéntica, pero que
difieren con respecto a la disposicion de los atomos o grupos en el espacio.



ES 2700 542 T3

[0033] "Diasteredmero" se refiere a un estereoisdmero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no
son imagenes especulares entre si. Los diasteredmeros tienen diferentes propiedades fisicas, por ejemplo, puntos
de fusion, puntos de ebulliciéon, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diastereémeros pueden
separarse bajo procedimientos analiticos de alta resolucion como la electroforesis y la cromatografia.

[0034] Los "enantidmeros" se refieren a dos estereoisémeros de un compuesto que son imagenes especulares no

superponibles entre si. Los ejemplos no limitantes de enantidmeros se representan en la Férmula I-VI que se
muestra a continuacioén, en la que una posicién de quiralidad se marca con un asterisco.

R‘i

Formula | Formula [l
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[0035] La quiralidad en la posicion asterisco es una caracteristica de los compuestos presentes en las
composiciones de la invencién. En una realizacion, los compuestos de las composiciones de la invencién son al
menos 60% de un solo enantidmero en la posicion de asterisco. Preferiblemente, los compuestos de las
composiciones de la invencidon son al menos 70% de un solo enantibmero en la posicion de asterisco, mas
preferiblemente al menos 80% de un solo enantiomero, mas preferiblemente al menos 90% de un solo enantidmero
y lo mas preferiblemente al menos 95% de enantidmero Unico. En una realizacion, la estereoquimica preferida en el
carbono marcado con un asterisco como se muestra anteriormente para la Formula I-VIII es la estereoquimica (S).
En otra realizacién, la estereoquimica en el carbono marcado con un asterisco como se muestra anteriormente para
la Formula I-VIIl es la estereoquimica (R).

[0036] Las definiciones y convenciones estereoquimicas usadas en este documento generalmente siguen a SP
Parker, Ed., McGraw-Hill Diccionarios of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E.
y Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos
compuestos organicos existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de la
luz polarizada en el plano. Al describir un compuesto épticamente activo, los prefijos Dy L o Ry S se usan para
denotar la configuracion absoluta de la molécula sobre su(s) centro(s) quiral(es). Los prefijosdy 1,DyL, o (+)y (-)
se emplean para designar el signo de rotacion de la luz polarizada plana por el compuesto, con S, (-) o 1, lo que
significa que el compuesto es levorotatorio mientras que un compuesto prefijado con R, (+), o d es dextrorotatorio.
Para una estructura quimica dada, estos estereoisomeros son idénticos, excepto que son imagenes especulares
entre si. Un estereoisémero especifico también puede denominarse un enantiomero, y una mezcla de tales isémeros
a menudo se denomina una mezcla enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantidmeros se denomina una mezcla
racémica o un racemato, que puede ocurrir donde no ha habido estereoseleccion o estereoespecificidad en una
reaccion o proceso quimico. Los términos "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de
dos especies enantioméricas, desprovistas de actividad éptica.

[0037] Los compuestos de las composiciones de la invencion también incluyen moléculas que incorporan isétopos
de los atomos que se especifican en las moléculas particulares. Los ejemplos no limitantes de estos is6topos
incluyen D, T, ™*C, 3Cy "5N.

[0038] Siempre que un compuesto descrito en este documento esta sustituido con mas de uno del mismo grupo
designado, por ejemplo, "R" o0 "R"", entonces se entendera que los grupos pueden ser iguales o diferentes, es decir,
cada grupo se selecciona independientemente. Las lineas onduladas, »»~» indican el sitio de las uniones de
enlaces covalentes a las subestructuras, grupos, restos, o atomos.

[0039] Los compuestos de las composiciones de la invencién también pueden existir como isémeros tautdmeros en
ciertos casos. Aunque solo se puede representar una estructura de resonancia deslocalizada, todas estas formas se
contemplan dentro del alcance de la invencion. Por ejemplo, los tautdmeros de enoamina pueden existir para los
sistemas de purina, pirimidina, imidazol, guanidina, amidina y tetrazol y todas sus formas tautoméricas posibles
estan dentro del alcance de la invencion. Un ejemplo no limitativo de tautomeria se muestra a continuacién como
tautébmero A y tautdomero B.

A~
=z H
- R?
N
RS
O
Tautémero A Tautémero B

Formulaciones farmacéuticas

[0040] Los compuestos de esta invencion se formulan con vehiculos y excipientes convencionales, que se
seleccionaran de acuerdo con la practica ordinaria. Las tabletas contendran excipientes, deslizantes, rellenos,
aglutinantes y similares. Las formulaciones acuosas se preparan en forma estéril y, cuando estan destinadas a ser
administradas por una administracion diferente a la oral, generalmente seran isotonicas. Todas las formulaciones
contendran opcionalmente excipientes como los que se describen en el "Handbook of Pharmaceutical Excipients"
(1986). Los excipientes incluyen acido ascorbico y otros antioxidantes, agentes quelantes tales como EDTA,
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carbohidratos tales como dextrano, hidroxialquilcelulosa, hidroxialquilmetilcelulosa, acido estearico y similares. El pH
de las formulaciones varia de aproximadamente 3 a aproximadamente 11, pero generalmente es de
aproximadamente 7 a 10.

[0041] Aunque es posible que los ingredientes activos para ser administrados solos, puede ser preferible
presentarlos como formulaciones farmacéuticas. Las formulaciones, tanto para uso veterinario como para uso
humano, de la invencion comprenden al menos un ingrediente activo, como se definié anteriormente, junto con uno o
mas vehiculos aceptables y al menos ofro ingrediente terapéutico, particularmente aquellos ingredientes
terapéuticos adicionales como se describe en el presente documento. El (los) portador(es) debe(n) ser "aceptable(s)"
en el sentido de ser compatible(s) con los otros ingredientes de la formulacion y ser fisiolégicamente inocuo(s) para
el receptor de la misma.

[0042] Las formulaciones incluyen las adecuadas para las vias de administracion anteriores. Las formulaciones
pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Las técnicas y formulaciones generalmente se encuentran en
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, PA). Tales métodos incluyen la etapa de
asociar el ingrediente activo con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las
formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el ingrediente activo con portadores liquidos o
portadores solidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto.

[0043] Las formulaciones de la presente invenciéon adecuadas para administracion oral pueden presentarse como
unidades discretas tales como capsulas, sellos o comprimidos, cada uno de los cuales contiene una cantidad
predeterminada del ingrediente activo; como un polvo o granulos; como una solucidn o una suspension en un liquido
acuoso 0 no acuoso; 0 como una emulsion liquida de aceite en agua o una emulsion liquida de agua en aceite. El
ingrediente activo también puede administrarse como un bolo, electuario o pasta.

[0044] Un comprimido se fabrica mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos comprimidos pueden prepararse comprimiendo en una maquina adecuada el
ingrediente activo en una forma de flujo libre, como un polvo o granulos, opcionalmente mezclados con un
aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante, agente de superficie activo o dispersante. Las tabletas
moldeadas pueden fabricarse moldeando en una maquina adecuada una mezcla del ingrediente activo en polvo
humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden opcionalmente recubrirse o marcarse y
opcionalmente se formulan para proporcionar una liberacion lenta o controlada del ingrediente activo de los mismos.

[0045] Para las infecciones del ojo u otros tejidos externos, por ejemplo boca y piel, las formulaciones se aplican
preferiblemente como una pomada o crema tépica que contiene el (los) ingrediente(s) activo(s) en una cantidad de,
por ejemplo, 0,075 a 20% p/p (incluyendo ingrediente(s) activo(s) en un rango entre 0,1% y 20% en incrementos de
0,1% p/p, tal como 0,6% p/p, 0,7% p/p, etc.), preferiblemente 0,2 a 15% p/p y lo mas preferiblemente de 0,5 a 10%
p/p. Cuando se formulan en una pomada, los ingredientes activos pueden emplearse con una base de pomada
parafinica o miscible en agua. Alternativamente, el ingrediente activo se puede formular en una crema con una base
de crema de aceite en agua.

[0046] Si se desea, la fase acuosa de la base de crema puede incluir, por ejemplo, al menos 30% p/p de un alcohol
polihidrico, es decir, un alcohol que tiene dos o mas grupos hidroxilo tales como propilenglicol, butano 1,3-diol,
manitol, sorbitol, glicerol y polietilenglicol (incluyendo PEG 400) y mezclas de los mismos. Las formulaciones topicas
pueden incluir deseablemente un compuesto que mejore la absorcion o penetracion del ingrediente activo a través
de la piel u ofras areas afectadas. Los ejemplos de dichos potenciadores de la penetracion dérmica incluyen
dimetilsulfoxido y analogos relacionados.

[0047] La fase oleosa de las emulsiones de esta invenciéon puede estar constituida por ingredientes conocidos de
una manera conocida. Aunque la fase puede comprender simplemente un emulsionante (también conocido como un
agente emulgente), deseablemente comprende una mezcla de al menos un emulsionante con una grasa o un aceite
0 con una grasa y un aceite. Preferiblemente, se incluye un emulsionante hidréfilo junto con un emulsionante lipdfilo
que actia como un estabilizante. También se prefiere incluir tanto un aceite como una grasa. Juntos, el (los)
emulsionante(s) con o sin estabilizador(es) forman la llamada cera emulsionante, y la cera, junto con el aceite y la
grasa, forman la llamada base de ungiiento emulsionante que forma la fase oleosa dispersada de las formulaciones
de crema.

[0048] Los emulgentes y estabilizantes de emulsion adecuados para uso en la formulacién de la invencion incluyen
Tween® 60, Span® 80, alcohol cetoestearilico, alcohol bencilico, alcohol miristilico, monoestearato de glicerilo y
laurilsulfato de sodio.

[0049] La eleccion de aceites o grasas para la formulacién adecuados se basa en conseguir las propiedades
cosméticas deseadas. La crema debe ser preferiblemente un producto no graso, que no manche y lavable con una
consistencia adecuada para evitar fugas de los tubos u otros recipientes. Ester alquilico mono o dibasico de cadena
lineal o ramificada, como di-isoadipato, estearato de isocetilo, diéster de propilenglicol de acidos grasos de coco,
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miristato de isopropilo, oleato de decilo, palmitato de isopropilo, estearato de butilo, palmitato de 2-etilhexilo o una
mezcla de cadena ramificada se pueden usar ésteres conocidos como Crodamol CAP, los tres ultimos son ésteres
preferidos. Estos se pueden usar solos o en combinacién dependiendo de las propiedades requeridas.
Alternativamente, se utilizan lipidos de alto punto de fusién como parafina blanda blanca y/o parafina liquida u otros
aceites minerales.

[0050] Las formulaciones farmacéuticas segun la presente invencion comprenden una combinacion de acuerdo con
la invencidn junto con vehiculos o excipientes aceptables uno o mas vehiculos farmacéuticamente y opcionalmente
otros agentes terapéuticos. Las formulaciones farmacéuticas que contienen el ingrediente activo pueden estar en
cualquier forma adecuada para el método de administracion deseado. Cuando se usan para uso oral, por ejemplo,
pueden prepararse tabletas, trociscos, pastillas, suspensiones acuosas o de aceite, polvos o granulos dispersables,
emulsiones, capsulas duras o blandas, jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a uso oral pueden
prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la fabricacion de composiciones
farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas agentes que incluyen agentes edulcorantes,
agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes, con el fin de proporcionar una preparacion de
sabor agradable. Las tabletas que contienen el ingrediente activo en mezcla con un excipiente farmacéuticamente
aceptable no téxico que son adecuadas para la fabricacion de tabletas son aceptables. Estos excipientes pueden
ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como calcio o carbonato de sodio, lactosa, calcio o fosfato de sodio;
agentes de granulacion y desintegracion, tales como almidon de maiz o acido alginico; agentes aglutinantes, tales
como almiddn, gelatina o acacia; y agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico o talco.
Los comprimidos pueden no estar recubiertos o pueden recubrirse mediante técnicas conocidas, incluida la
microencapsulacion para retrasar la desintegracion y la adsorcion en el tracto gastrointestinal y, por lo tanto,
proporcionar una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de
retardo de tiempo tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera.

[0051] Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como capsulas de gelatina dura en las que el
ingrediente activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo fosfato de calcio o caolin, o como capsulas
de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un aceite. medio, como el aceite de mani,
parafina liquida o aceite de oliva.

[0052] Las suspensiones acuosas de la invencion contienen los materiales activos en mezcla con excipientes
adecuados para la fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes incluyen un agente de suspension, tal
como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
goma de tragacanto y goma de acacia, y agentes dispersantes o humectantes tales como una fosfatida natural (por
ejemplo, lecitina), un producto de condensacion de un 6xido de alquileno con un acido graso (p. €j., estearato de
polioxietileno), un producto de condensacion de 6xido de etileno con un alcohol alifatico de cadena larga (p. €j.,
heptadecaetilenoxicetanol), un producto de condensacion de 6xido de etileno con un éster parcial derivado de un
acido graso y un anhidrido de hexitol (p. €j., monooleato de polioxietilen sorbitano). La suspensiéon acuosa también
puede contener uno o mas conservantes tales como p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o mas agentes
colorantes, uno o mas agentes saborizantes y uno o mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

[0053] Las suspensiones de aceite se pueden formular suspendiendo el ingrediente activo en un aceite vegetal, tal
como aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como
parafina liquida. Las suspensiones orales pueden contener un agente espesante, como cera de abejas, parafina
dura o alcohol cetilico. Los agentes edulcorantes, tales como los expuestos anteriormente, y los agentes
aromatizantes se pueden agregar para proporcionar una preparacion oral sabrosa. Estas composiciones pueden
conservarse mediante la adicion de un antioxidante como el acido ascérbico.

[0054] Los polvos y granulos dispersables de la invencion adecuados para preparacion de una suspension acuosa
mediante la adicion de agua proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante,
un agente de suspension, y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes adecuados y los
agentes de suspension se ejemplifican por los descritos anteriormente. También pueden estar presentes excipientes
adicionales, por ejemplo agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes.

[0055] Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite-
en-agua. La fase aceitosa puede ser un aceite vegetal, como el aceite de oliva o el aceite de arachis, un aceite
mineral, como la parafina liquida, o una mezcla de estos. Los agentes emulsionantes adecuados incluyen gomas de
origen natural, como goma de acacia y goma de tragacanto, fosfatidos de origen natural, como lecitina de soja,
ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, como monooleato de sorbitan y
productos de condensacion de estos ésteres parciales con éxido de etileno, como el monooleato de polioxietileno
sorbitan. La emulsion también puede contener agentes edulcorantes y aromatizantes. Los jarabes y elixires se
pueden formular con agentes edulcorantes, como glicerol, sorbitol o sacarosa. Tales formulaciones también pueden
contener un demulcente, un conservante, un saborizante o un agente colorante.

[0056] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar en forma de una preparacion inyectable
estéril, tal como una suspensioén acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension puede formularse de
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acuerdo con la técnica conocida usando aquellos agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de
suspension que se han mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril también puede ser una soluciéon
0 suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, como una solucién
en 1,3-butano-diol o preparada como un polvo liofilizado. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden
emplearse estan el agua, la solucion de Ringer y la solucion isoténica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos
estériles pueden emplearse convencionalmente como un disolvente o medio de suspension. Para este propdsito, se
puede emplear cualquier aceite fijo insipido, incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos
tales como el acido oleico se pueden usar igualmente en la preparacion de inyectables.

[0057] La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con el material portador para producir una forma de
dosificacion Unica variara dependiendo del huésped tratado y del modo particular de administracion. Por ejemplo,
una formulacién de liberacién prolongada destinada a la administracion oral a humanos puede contener
aproximadamente de 1 a 1.000 mg de material activo compuesto con una cantidad apropiada y conveniente de
material portador que puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 95% del total de composiciones
(peso:peso). La composicion farmacéutica se puede preparar para proporcionar cantidades facilmente medibles para
administracion. Por ejemplo, una solucion acuosa destinada a infusion intravenosa puede contener de
aproximadamente 3 a 500 ug del ingrediente activo por mililitro de solucion para que pueda producirse la infusion de
un volumen adecuado a una velocidad de aproximadamente 30 mL/h.

[0058] Las formulaciones adecuadas para la administracion topica en el ojo también incluyen gotas oculares en las
que el ingrediente activo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado, especialmente un disolvente acuoso
para el ingrediente activo. El ingrediente activo estd presente preferiblemente en tales formulaciones en una
concentracion de 0,5 a 20%, ventajosamente de 0,5 a 10%, y particularmente de aproximadamente 1,5% p/p.

[0059] Las formulaciones adecuadas para la administracion topica en la boca incluyen pastillas que comprenden el
ingrediente activo en una base con sabor, usualmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto; pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga; y
enjuagues bucales que comprenden el ingrediente activo en un vehiculo liquido adecuado.

[0060] Las formulaciones para administracion rectal se pueden presentar como un supositorio con una base
adecuada que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato.

[0061] Las formulaciones adecuadas para administracion intrapulmonar o nasal tienen un tamafo de particula, por
ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 500 micras, tal como 0,5, 1, 30, 35, etc., que se administra por inhalacién rapida a
través del conducto nasal o por inhalacion. A través de la boca para llegar a los sacos alveolares. Las formulaciones
adecuadas incluyen soluciones acuosas u oleosas del ingrediente activo. Las formulaciones adecuadas para la
administracion de aerosol o polvo seco pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales y pueden
administrarse con otros agentes terapéuticos, tales como los compuestos utilizados hasta ahora en el tratamiento o
profilaxis de infecciones por Pneumovirinae como se describe a continuacion.

[0062] En ofro aspecto, la invencidon es una composicion inhalable nueva, eficaz, segura, no irritante y
fisioldgicamente compatible que comprende un compuesto divulgado en las reivindicaciones, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos otro agente terapéutico, adecuado para tratamiento de
infecciones por Pneumovirinae y bronquiolitis potencialmente asociadas. Las sales farmacéuticamente aceptables
preferidas son sales de acidos inorganicos que incluyen sales de clorhidrato, bromhidrato, sulfato o fosfato, ya que
pueden causar menos irritacion pulmonar. Preferiblemente, la formulacién inhalable se administra al espacio
endobronquial en un aerosol que comprende particulas con un diametro aerodinamico mediano de masa (MMAD)
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 um. Preferiblemente, el compuesto de las composiciones de la
invencion se formula para el suministro de aerosol usando un nebulizador, un inhalador de dosis medida presurizado
(pMDI) o un inhalador de polvo seco (DPI).

[0063] Ejemplos no limitantes de nebulizadores incluyen atomizacion, jet, ultrasénica, presion, vibracion placa
porosa, o nebulizadores equivalentes incluyendo aquellos nebulizadores que utilizan la tecnologia de suministro de
aerosol adaptativo (Denyer, J. Aerosol Medicine Pulmonary Drug Delivery 2010, 23 Supl 1, S1-S10). Un nebulizador
a chorro utiliza presion de aire para romper una solucion liquida en gotas de aerosol. Un nebulizador ultrasénico
funciona con un cristal piezoeléctrico que corta un liquido en pequefias gotas de aerosol. Un sistema de nebulizacion
presurizado fuerza la solucion bajo presion a través de pequefios poros para generar gotitas de aerosol. Un
dispositivo de placa porosa vibrante utiliza una vibracién rapida para cortar una corriente de liquido en tamafios de
gota apropiados.

[0064] En una realizacion preferida, la formulacion para la nebulizacién es suministrada al espacio endobronquial en
un aerosol que comprende particulas con un MMAD predominantemente entre aproximadamente 1 um y
aproximadamente 5 ym usando un nebulizador capaz de aerosolizar la formulacién en particulas de la requerida
MMAD. Para ser optimamente terapéuticamente eficaz y evitar efectos secundarios respiratorios superiores y
sistémicos, la mayoria de particulas aerosolizadas no debe tener un MMAD mayor de aproximadamente 5 ym. Si un
aerosol contiene una gran cantidad de particulas con un MMAD mayor de 5 ym, las particulas se depositan en las
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vias respiratorias superiores, lo que reduce la cantidad de farmaco administrado en el sitio de la inflamacion y la
broncoconstriccion en el tracto respiratorio inferior. Si el MMAD del aerosol es mas pequefio que aproximadamente 1
pm, entonces las particulas tienen una tendencia a permanecer suspendidas en el aire inhalado y posteriormente se
exhalan durante la espiracion.

[0065] Cuando se formula y se administra de acuerdo con el método de la invencion, la formulacion de aerosol para
la nebulizaciéon suministra una dosis terapéuticamente eficaz del compuesto de las composiciones de la invencion al
sitio de la infeccion Pneumovirinae suficiente para tratar la infeccion Pneumovirinae. La cantidad de farmaco
administrado debe ajustarse para reflejar la eficacia de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz del
compuesto. En una realizacién preferida, una combinacion de la formulacion acuosa de aerosol con el atomizador,
chorro, placa porosa presurizada, vibrante o nebulizador ultrasénico permite, dependiendo del nebulizador,
aproximadamente, al menos, 20, aproximadamente 90%, tipicamente aproximadamente 70%. administracién de la
dosis administrada del compuesto en las vias respiratorias. En una realizacién preferida, se administra al menos
aproximadamente 30 a aproximadamente 50% del compuesto activo. Mas preferiblemente, se administra
aproximadamente 70 a aproximadamente 90% del compuesto activo.

[0066] En otra realizacion de la presente invencion, un compuesto de las composiciones de la invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra como un polvo inhalable seco. Los compuestos de la
invencion se administran endobronquialmente como una formulacién de polvo seco para administrar eficazmente
particulas finas de compuesto en el espacio endobronquial usando polvo seco o inhaladores de dosis medidas. Para
la administracion por DPI, el compuesto se procesa en particulas con, predominantemente, MMAD entre
aproximadamente 1 ym y aproximadamente 5 pm por molienda de secado por pulverizacién, procesamiento del
fluido critico, o precipitacion de la solucién. Molienda de medios, molienda de chorro y dispositivos de secado por
pulverizacion y procedimientos capaces de producir los tamafios de particula con un MMAD entre aproximadamente
1 ym y aproximadamente 5 ym son bien conocidos en la técnica. En una realizacion, los excipientes se agregan al
compuesto antes del procesamiento en particulas de los tamafios requeridos. En otra realizacion, los excipientes se
mezclan con las particulas del tamafo requerido para ayudar en la dispersion de las particulas de farmaco, por
ejemplo, utilizando lactosa como excipiente.

[0067] Determinaciones del tamafio de particula se realizan mediante dispositivos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, un impactador en cascada de Anderson de varias etapas u otro método adecuado, como los citados
especificamente en el Capitulo 601 de la Farmacopea de los EE.UU.

[0068] En otra realizacion preferida, un compuesto de las composiciones de la invencién se suministra como un
polvo seco usando un dispositivo tal como un inhalador de polvo seco u otros dispositivos de dispersién de polvo
seco. Los ejemplos no limitantes de inhaladores y dispositivos de polvo seco incluyen los descritos en el documento
US5.458.135; US5.740.794; US5.775.320; US 5.785.049; US3.906.950; US 4.013.075; US 4.069.819; US
4.995.385; US 5.522.385; US 4.668.218; US 4.667.668; US 4.805.811 y US 5.388.572. Hay dos disefios principales
de inhaladores de polvo seco. Un disefio es un dispositivo de medicion en el que se coloca un depdsito para el
medicamento dentro del dispositivo y el paciente agrega una dosis del medicamento en la camara de inhalacion. El
segundo disefio es un dispositivo medido de fabrica en el que cada dosis individual se ha fabricado en un recipiente
separado. Ambos sistemas dependen de la formulaciéon del farmaco en particulas pequefias de MMAD de 1 um y
aproximadamente 5 ym, y a menudo implican la formulacién de cooperacion con particulas de excipiente mas
grandes, tales como, pero no limitados a, lactosa. El polvo del medicamento se coloca en la camara de inhalacion
(ya sea por medicion del dispositivo o por ruptura de una dosis medida en fabrica) y el flujo inspiratorio del paciente
acelera la salida del polvo del dispositivo hacia la cavidad bucal. Las caracteristicas de flujo no laminar de la ruta del
polvo hacen que se descompongan los agregados de excipiente y farmaco, y la masa de las grandes particulas de
excipiente provoca su impactacion en la parte posterior de la garganta, mientras que las particulas mas pequefas
del farmaco se depositan profundamente en los pulmones. En realizaciones preferidas, el compuesto, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra como un polvo seco utilizando cualquiera de los dos tipos de
inhaladores de polvo seco como se describe aqui, en donde el MMAD del polvo seco, exclusivo de cualquier
excipiente, esta predominantemente en el rango de 1 ym a aproximadamente 5 pm.

[0069] En otra realizacion preferida, un compuesto de las composiciones de la invencién se suministra como un
polvo seco usando un inhalador de dosis medida. Los ejemplos no limitantes de inhaladores y dispositivos de dosis
medidas incluyen los descritos en el documento US 5.261.538; US 5.544.647; US5.622.163; US 4.955.371;
US3.565.070; US3.361.306 y US 6.116.234. En realizaciones preferidas, un compuesto, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra como un polvo seco usando un inhalador de dosis medida en
el que el MMAD del polvo seco, excluyendo cualquier excipiente, esta predominantemente en el rango de
aproximadamente 1-5 um.

[0070] Las formulaciones adecuadas para administracion vaginal se pueden presentar como pesarios, tampones,
cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en aerosol que contienen ademas del ingrediente activo, los
vehiculos que se conocen en la técnica como apropiados.

[0071] Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones de inyeccion estériles
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acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la
formulacion sea isotonica con la sangre del receptor deseado; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que
pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes.

[0072] Las formulaciones se presentan en recipientes de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas selladas y
viales, y pueden almacenarse en una condicidon secada por congelacion (liofilizado) que requiere sélo la adicion del
vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyeccion, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y
suspensiones para inyeccion extemporaneas se preparan a partir de polvos, granulos y tabletas estériles del tipo
descrito anteriormente. Las formulaciones de dosis unitarias preferidas son aquellas que contienen una dosis diaria
o una dosis diaria unitaria, como se menciona anteriormente, o una fracciéon apropiada de la misma, del ingrediente
activo.

[0073] Debe entenderse que ademas de los ingredientes particularmente mencionados anteriormente las
formulaciones de esta invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo
de formulaciéon en cuestion, por ejemplo aquellas adecuadas para administracion oral pueden incluir agentes
aromatizantes.

[0074] La invencion proporciona ademas composiciones veterinarias que comprenden al menos un ingrediente
activo como se definié anteriormente junto con un vehiculo veterinario para el mismo.

[0075] Los vehiculos veterinarios son materiales utiles para el propdsito de administrar la composicion y pueden ser
materiales sdlidos, liquidos o gaseosos que son de otro modo inertes o aceptables en la técnica veterinaria y son
compatibles con el ingrediente activo. Estas composiciones veterinarias pueden administrarse por via oral,
parenteral o por cualquier otra via deseada.

[0076] Los compuestos de la invencion se utilizan para proporcionar formulaciones farmacéuticas de liberacion
controlada que contienen como ingrediente activo uno o mas compuestos de la invencion ("formulaciones de
liberaciéon controlada") en las que la liberacion del ingrediente activo se controla y regula para permitir menos
frecuencia de dosificacion o para mejorar el perfil farmacocinético o de toxicidad de un ingrediente activo dado.

[0077] La dosis efectiva de ingrediente activo depende al menos de la naturaleza de la afeccion a tratar, la toxicidad,
si el compuesto se esta utilizando profilacticamente (dosis mas bajas) o contra una infeccién viral activa, el método
de administracion, y la formulacion farmacéutica, y se determinara por el médico mediante estudios de aumento de
dosis convencionales. Se puede esperar que sea de aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal por dia; tipicamente, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por
dia; mas tipicamente, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal por dia; mas
tipicamente, de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal por dia. Por ejemplo, la
dosis candidata diaria para un humano adulto de aproximadamente 70 kg de peso corporal oscilara entre 1 mg y
1.000 mg, preferiblemente entre 5 mg y 500 mg, y puede tomar la forma de dosis Unicas o mdltiples.

Vias de administracion

[0078] Uno o mas compuestos de la invencion (en adelante referidos como los ingredientes activos) se administran
por cualquier via apropiada para la afecciéon a tratar. Las vias adecuadas incluyen oral, rectal, nasal, pulmonar,
topica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal y parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, intratérmica y epidural), y similares. Se apreciara que la via preferida puede variar, por ejemplo, con la
condicién del destinatario. Una ventaja de los compuestos de esta invencién es que son biodisponibles por via oral y
pueden dosificarse por via oral.

Terapia de combinacion

[0079] Las composiciones de la invencidon se usan en combinacion con otros ingredientes activos. Para el
tratamiento de las infecciones por el virus de Pneumovirinae, preferiblemente, el otro agente terapéutico activo es
activo contra las infecciones por el virus de Pneumovirinae, particularmente las infecciones por el virus sincitial
respiratorio. Ejemplos no limitantes de estos ofros agentes terapéuticos activos son ribavirina, palivizumab,
motavizumab, RSV-IGIV (RespiGam®), MEDI-557, A-60444 (también conocido como RSV604), MDT-637, BMS-
433771, ALN-RSVO0, ALX-0171 y mezclas de los mismos.

[0080] Muchas de las infecciones de los Pneumovirinae virus son las infecciones respiratorias. Por lo tanto, las
terapias activas adicionales utilizadas para tratar los sintomas respiratorios y las secuelas de la infeccion pueden
usarse en combinaciéon con las composiciones de la invencién. Los agentes adicionales se administran
preferiblemente por via oral o por inhalacion directa. Por ejemplo, otros agentes terapéuticos adicionales preferidos
en combinacién con las composiciones de la invenciéon para el tratamiento de infecciones respiratorias virales
incluyen, pero no se limitan a, broncodilatadores y corticosteroides.

[0081] Los glucocorticoides, que se introdujeron por primera vez como una terapia de asma en 1950 (Carryer,
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Journal of Allergy, 21, 282-287, 1950), siendo el tratamiento mas potente y consistentemente eficaz para esta
enfermedad, aunque su mecanismo de accion todavia no se entiende completamente (Morris, J. Allergy Clin.
Immunol., 75 (1 Pt) 1-13, 1985). Desafortunadamente, las terapias con glucocorticoides orales se asocian con
profundos efectos secundarios indeseables, como obesidad troncal, hipertensién, glaucoma, intolerancia a la
glucosa, aceleracion de la formacion de cataratas, pérdida de minerales 6seos y efectos psicologicos, todo lo cual
limita su uso como agentes de tratamiento terapéutico a largo plazo. (Goodman y Gilman, 10? edicién, 2001). Una
solucion a los efectos secundarios sistémicos es administrar medicamentos esteroides directamente al sitio de la
inflamacion. Los corticosteroides inhalados (ICS) se han desarrollado para mitigar los efectos adversos graves de los
esteroides orales. Algunos de los tipos de corticoesteroides que pueden usarse son dexametasona, dexametasona
fosfato de sodio, fluorometolona, acetato de fluorometolona, loteprednol etabonato, hidrocortisona, o cualquier
adicciéon, o cualquier tipo de parasito. acetonida, flunisolida, fluocortina-21-butilato, flumetasona, pivalato de
flumetasona, budesonida, propionato de halobetasol, furoato de mometasona, propionato de fluticasona, ciclesonida;
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0082] Otros agentes anti-inflamatorios de trabajo a través de mecanismos de cascada anti-inflamatorios son
también utiles como agentes terapéuticos adicionales en combinacion con las composiciones de la invencion para el
tratamiento de infecciones respiratorias virales. Aplicacion de "moduladores de transduccion de sefales
antiinflamatorias" (referidos en este texto como AISTM), como inhibidores de la fosfodiesterasa (por ejemplo, PDE-4,
PDE-5 o PDE-7), inhibidores del factor de transcripcion (por ejemplo, bloqueo de NF(B a través de la inhibicion de
IKK), o inhibidores de la quinasa (por ejemplo, el bloqueo de P38 MAP, JNK, PI3K, EGFR o Syk) es un enfoque
légico para desactivar la inflamacion, ya que estas pequefias moléculas se dirigen a un ndmero limitado de vias
intracelulares comunes, aquellas vias de transducciéon de sefiales que son puntos criticos por la intervencion
terapéutica antiinflamatoria (véase revision de PJ Barnes, 2006). Estos agentes terapéuticos adicionales no
limitantes incluyen: (2-dimetilamino-etilo)-amida del acido 5-(2,4-difluoro-fenoxi)-1-isobutilo-1H-indazol-6-carboxilico
(inhibidor de la quinasa Map P38 ARRY)-797); 3-ciclopropilmetoxi-N-(3,5-dicloro-piridin-4-ilo)-4-difluorormetoxi-
benzamida (inhibidor de PDE-4 Roflumilast); 4-[2-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenilo)-2-fenilo-etilo]-piridina (inhibidor de
PDE-4 CDP-840); N-(3,5-dicloro-4-piridinilo)-4-(difluorometoxi)-8-[(metilsulfonilo)amino]-1-dibenzofurancarboxamida
(inhibidor de PDE-4 Oglemilast); N-(3,5-Dicloro-piridina-4-ilo)-2-[1-(4-fluorobencilo)-5-hidroxi-1H-indol-3-ilo]-2-
oxoacetamida (inhibidor de PDE-4 AWD 12-281); acido 8-metoxi-2-trifluor-metilo-quinolina-5-carboxilico (3,5-dicloro-
1-oxi-piridina-4-ilo)-amida (inhibidor de PDE-4 Sch 351591); 4-[5-(4-fluorofenilo)-2-(4-metanosulfinil-fenilo)-1H-
imidazol-4-ilo]-piridina (inhibidor de la P38 SB-203850); 4-[4-(4-Fluoro-fenilo)-1-(3-fenilo-propilo)-5-piridina-4-ilo-1H-
imidazol-2-ilo]-but-3-yn-1-ol (Inhibidor de P38 RWJ-67657); 2-dietilamino-etilo éster del acido 4-ciano-4-(3-
ciclopentiloxi-4-metoxi-fenilo)-ciclohexanocarboxilico (profarmaco del éster 2-dietilo-etilico de Cilomilast, inhibidor de
la PDE-4); (3-cloro-4-fluorofenilo)-[7-metoxi-6-(3-morfolin-4-ilo-propoxi)-quinazolina-4-ilo]-amina (Gefit-inib, inhibidor
de EGFR); y 4-(4-metilo-piperazin-1-ilmetilo)-N-[4-metilo-3-(4-piridina-3-ilo-pirimidina-2-ilamino)-finilo]-benzamida
(Imatinib, EGFR inhibidor).

[0083] Las combinaciones que comprenden broncodilatadores agonistas (2-adrenorreceptores inhalados, tales
como formoterol, albuterol o salmeterol, también son combinaciones adecuadas, pero no limitativas, Utiles para el
tratamiento de infecciones virales respiratorias. Las combinaciones de broncodilatadores agonistas p2-
adrenorreceptores inhalados, tales como formoterol o salmeterol con ICS, también se usan para tratar tanto la
broncoconstriccion como la inflamacion (Symbicort® y Advair®, respectivamente). Las combinaciones que
comprenden estos ICS y combinaciones 2-adrenoreceptor agonistas junto con los compuestos descritos en las
reivindicaciones son también adecuados, pero no limitativos, las combinaciones Utiles para el tratamiento de
infecciones virales respiratorias.

[0085] Para el tratamiento o la profilaxis de bronco-constriccion pulmonar, anticolinérgicos son de uso potencial y,
por lo tanto, util como agentes terapéuticos adicionales en combinacion con los compuestos descritos en las
reivindicaciones para el tratamiento de infecciones respiratorias virales. Estos anticolinérgicos incluyen, pero no se
limitan a, antagonistas del receptor muscarinico (en particular del subtipo M3) que han demostrado eficacia
terapéutica en el hombre para el control del tono colinérgico en la EPOC (Witek, 1999); acido 1-(4-Hidroxi-1-[3,3,3-
tris-(4-fluoro-fenilo)-propionilo]-pirrolidina-2-carbonilo}-pirrolidina-2-carboxilico  (1-metilo-piperidina-4-ilmetilo)-amida;
3-[3-(2-dietilamino-acetoxi)-2-fenilo-propioniloxi]-8-isopropilo-8-metilo-8-azonia-biciclo[3.2.1]Joctano  (Ipratropio-N,N-
dietilglicinato); acido 1-ciclohexilo-3,4-dihidro-1H-isoquinolina-2-carboxilico éster del 1-aza-biciclo[2.2.2]oct-3-ilo;
éster  1-aza-biciclo[2.2.2]oct-3-ilo (solifenacina); acido  2-hidroximetilo-4-metanosulfinilo-2-fenilo-butirico
(Revatropato); 2-{1-[2-(2,3-Dihidro-benzofurano-5-ilo)-etilo]-pirrolidina-3-ilo}-2,2-difenilacetamida (darifenacina); 4-
Azepano-1-ilo-2,2-difenil-butiramida (Buzepide); 7-[3-(2-dietilamino-acetoxi)-2-fenilo-propioniloxi]-9-etilo-9-metilo-3-
oxa-9-azonia-triciclo[3.3.1.02,4]Jnonano  (Oxitropio-N,N-dietilglicinato); 7-[2-(2-dietilamino-acetoxi)-2,2-di-tiofen-2-ilo-
acetoxi]-9,9-dimetilo-3-oxa-9-azonia-triciclo[3.3.1.02,4]Jnonano (Tiotropio-N,N-dietilglicinato); acido
dimetilaminoacético 2-(3-diisopropilamino-1-fenilo-propilo)-4-metilo-fenilo éster (Tolterodina-N,N-dimetilglicinato); 3-
[4,4-Bis-(4-fluoro-fenilo)-2-oxo-imidazolidina-1-ilo]-1-metilo- 1-(2-oxo-2-piridina-2-ilo-etilo)pirrolidinio; ~ 1-[1-(3-Fluoro-
bencilo)-piperidina-4-ilo]-4,4-bis-(4-fluoro-fenilo)-imidazolidina-2-ona; 1-cicloaloctilo-3-(3-metoxi-1-aza-
biciclo[2.2.2]oct-3-ilo)-1-fenilo-prop-2-yn-1-ol; 3-[2-(2-dietilamino-acetoxi)-2,2-di-tiofeno-2-ilo-acetoxi]- 1-(3-fenoxi-
propilo)-1-azonia-biciclo[2.2.2]octano (Aclidinio-N,N-dietilglicinato); o el acido (2-di-etilamino-acetoxi)-ditiofeno-2-ilo-
acético 1-metilo-1-(2-fenoxi-etilo)-piperidina-4-ilo.
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[0086] Las composiciones de la invencién también se pueden combinar con agentes mucoliticos para tratar tanto la
infeccion como los sintomas de las infecciones respiratorias. Un ejemplo no limitante de un agente mucolitico es el
ambroxol. De manera similar, las composiciones de la invencion se pueden combinar con expectorantes para tratar
tanto la infeccion como los sintomas de infecciones respiratorias. Un ejemplo no limitante de un expectorante es la
guaifenesina.

[0087] La solucion salina hipertdnica nebulizada se usa para mejorar la eliminacion inmediata y a largo plazo de las
pequenias vias aéreas en pacientes con enfermedades pulmonares (Kuzik, J. Pediatrics 2007, 266). Los compuestos
en las composiciones de la invencion también se pueden combinar con soluciéon salina hiperténica nebulizada,
particularmente cuando la infeccién por el virus de Pneumovirinae se complica con bronquiolitis. La combinacién de
los compuestos con solucién salina hiperténica también puede comprender cualquiera de los agentes adicionales
discutidos anteriormente. En un aspecto preferido, se utiliza aproximadamente 3% de solucion salina hiperténica
nebulizada.

[0088] También es posible combinar cualquier compuesto de la invencién con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales activos en una forma de dosificacion unitaria para la administracion simultdnea o secuencial a un
paciente. La terapia de combinacién puede administrarse como un régimen simultdaneo o secuencial. Cuando se
administra de forma secuencial, la combinacién se puede administrar en dos o mas administraciones.

[0089] La administracion conjunta de un compuesto de la invencidon con uno o mas agentes terapéuticos activos en
general se refiere a la administracion simultanea o secuencial de un compuesto de la invenciéon y uno o mas otros
agentes terapéuticos activos diferentes, tales que cantidades terapéuticamente eficaces del compuesto de la
invencion y uno o mas otros agentes terapéuticos activos estan presentes en el cuerpo del paciente.

[0090] La coadministracion incluye la administracion de dosis unitarias de los compuestos de la invencion antes o
después de la administracion de dosis unitarias de uno o mas agentes terapéuticos activos, por ejemplo, la
administracion de los compuestos de la invencion en segundos, minutos, u horas de administraciéon de uno o mas
agentes terapéuticos activos. Por ejemplo, una dosis unitaria de un compuesto de la invencién puede administrarse
primero, seguida en segundos o minutos por la administracion de una dosis unitaria de uno o mas de otros agentes
terapéuticos activos. Alternativamente, se puede administrar primero una dosis unitaria de uno o mas agentes
terapéuticos, seguido de la administracion de una dosis unitaria de un compuesto de la invencion en segundos o
minutos. En algunos casos, puede ser deseable administrar una dosis unitaria de un compuesto de la invencion
primero, seguido, después de un periodo de horas (por ejemplo, 1-12 horas), mediante la administracién de una
dosis unitaria de uno o mas otros agentes terapéuticos activos. En otros casos, puede ser deseable administrar una
dosis unitaria de uno o mas agentes terapéuticos activos primero, seguido, después de un periodo de horas (por
ejemplo, 1-12 horas), mediante la administracion de una dosis unitaria de un compuesto del invencion.

[0091] La terapia de combinacion puede proporcionar "sinergia" y "sinérgico", es decir, el efecto logrado cuando los
ingredientes activos utilizados juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan de utilizar los compuestos
por separado. Se puede lograr un efecto sinérgico cuando los ingredientes activos son: (1) formulados
conjuntamente y administrados o administrados simultaneamente en una formulacion combinada; (2) entregados por
alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) por algun otro régimen. Cuando se administra en
terapia de alternancia, se puede lograr un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o administran
secuencialmente, por ejemplo, en tabletas, pildoras o capsulas separadas, o mediante inyecciones diferentes en
jeringas separadas. En general, durante la terapia de alternancia, una dosis efectiva de cada ingrediente activo se
administra secuencialmente, es decir, en serie, mientras que en la terapia de combinacién, las dosis efectivas de dos
0 mas ingredientes activos se administran juntas. Un efecto antiviral sinérgico denota un efecto antiviral que es
mayor que los efectos puramente aditivos predichos de los compuestos individuales de la combinacion.

Metabolitos de los compuestos de la invencién.

[0092] También caen dentro del alcance de esta descripcion los productos metabdlicos in vivo de los compuestos
descritos en el presente documento, en la medida en que tales productos son nuevos y no evidentes respecto a la
técnica anterior. Tales productos pueden resultar, por ejemplo, de la oxidacion, reduccion, hidrélisis, amidacion,
esterificacion y similares del compuesto administrado, principalmente debido a procesos enzimaticos. Por
consiguiente, la divulgacion incluye compuestos nuevos y no obvios producidos por un proceso que comprende
poner en contacto un compuesto de esta divulgacion con un mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para
producir un producto metabdlico del mismo. Dichos productos se identifican tipicamente mediante la preparacion de
un compuesto radiomarcado (por ejemplo, '“C o 3H) de la divulgacién, administrandolo por via parenteral en una
dosis detectable (por ejemplo, mas de aproximadamente 0,5 mg/kg) a un animal como rata, ratén, cobayo, mono, o
para el hombre, lo que permite el tiempo suficiente para que se produzca el metabolismo (por lo general, entre 30
segundos y 30 horas) y el aislamiento de sus productos de conversidon de la orina, sangre u otras muestras
biologicas. Estos productos se aislan facilmente ya que estan marcados (otros se aislan mediante el uso de
anticuerpos capaces de unirse a epitopos que sobreviven en el metabolito). Las estructuras de los metabolitos se
determinan de manera convencional, por ejemplo, mediante analisis de MS o RMN. En general, el analisis de los
metabolitos se realiza de la misma manera que los estudios de metabolismo de farmacos convencionales bien
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conocidos por los expertos en la técnica. Los productos de conversion, siempre y cuando no se encuentren de otra
manera in vivo, son Utiles en ensayos de diagndstico para la dosificacion terapéutica de los compuestos de la
divulgacion, incluso si no poseen actividad antiviral de HSV propia. Se conocen recetas y métodos para determinar
la estabilidad de compuestos en secreciones gastrointestinales sustitutas. Los compuestos se definen aqui como
estables en el tracto gastrointestinal, donde menos de aproximadamente 50 por ciento en moles de los grupos
protegidos se desprotegen en jugo intestinal o gastrico sustituto tras la incubacién durante 1 hora a 37°C. El simple
hecho de que los compuestos sean estables para el tracto gastrointestinal no significa que no puedan hidrolizarse in
vivo. Los profarmacos de la divulgacion tipicamente seran estables en el sistema digestivo, pero pueden hidrolizarse
sustancialmente al farmaco parental en el lumen digestivo, higado, pulmén u otro érgano metabdlico, o dentro de las
células en general.

Distribucion de tejidos

[0094] También se ha descubierto que ciertos compuestos de la invencion muestran una alta pulmén a las
relaciones de plasma que pueden ser beneficiosas para la terapia. Un grupo particular de compuestos de la
invencion que demuestran esta propiedad son compuestos que incluyen un grupo funcional amina.

Ejemplos
[0095] Se utilizan ciertas abreviaturas y acronimos para describir los detalles experimentales. Aunque la mayoria de
éstos serian entendibles para un experto en la técnica, la Tabla 1 contiene una lista de muchas de estas

abreviaturas y acrénimos.

Tabla 1. Lista de abreviaturas y acréonimos.

Abreviatura Sentido

AC,0O anhidrido acético

AIBN 2,2’-azobis (2-metilpropionitrilo)
Bn bencilo

BnBr bromilbromuro

BSA bis(trimetilsililo)acetamida

BzCl cloruro de benzoilo

CDI diimidazol de carbonilo

DABCO 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano

DBN 1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno
DDQ 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
DBU 1,5-diazabiciclo[5.4.0Jundec-5-eno
DCA dicloroacetamida

DCC diciclohexilcarbodiimida

DCM diclorometano

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DME 1,2-dimetoxietano

DMTCI cloruro de dimetoxitritilo

DMSO dimetilsulfoxido

DMTr 4,4'-dimetoxitritilo

DMF dimetilformamida

EtOAc acetato de etilo

ESI ionizacion por electropulverizacion
HMDS hexametildisilazano
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Abreviatura Sentido

HPLC Cromatografia liquida de alta presion.
LDA diisopropilamida de litio

LRMS espectro de masas de baja resolucion
MCPBA acido meta-cloroperbenzoico

MeCN acetonitrilo

MeOH metanol

MMTC cloruro de mono metoxitritilo

m/z o m/e relacion masa a carga

MH* masa mas 1

MH- masa menos 1

MsOH acido metanosulfonico

MS o ms espectro de masas

NBS N-bromosuccinimida

Ph fenilo

taot.a. temperatura ambiente

TBAF fluoruro de tetrabutilamonio

TMSCI clorotrimetilsilano

TMSBr bromotrimetilsilano

TMSI yodotrimetilsilano

TMSOTf (trimetilsililo)trifluorometilsulfonato
TE trietilamina

TBA tributilamina

TBAP pirofosfato de tributilamonio

TBSCI cloruro de t-butildimetilsililo

Teja bicarbonato de trietilamonio

AFT acido trifluoroacético

TLC otlc cromatografia de capa fina

Tr trifenilmetilo

Tol 4-metilbenzoilo

Turbo Grignard Mezcla 1:1 de cloruro de isopropilmagnesio y cloruro de litio
[¢) partes por millén aguas abajo de tetrametilsilano

[0096] La invencidon ahora sera ilustrada por la preparacion de los compuestos siguientes no limitativos de la
invencion. Debe entenderse que ciertos intermedios descritos en el presente documento también pueden ser

compuestos de la invencion.
Preparacion de Compuestos

Intermedio 2 (Referencia)

[0097]

OH OMe

N N
Boc O Boc O

[0098] EI acido N- Boc-(S)-piperidina-2-carboxilico (5,0 g, 22 mmol) en DMF (100 mL) se traté con Cs,CO3 (3,5 g,
10,9 mmol) y Mel (1,5 mL, 24 mmol). La mezcla se agit6é durante 4 horas y se diluyé con MTBE (250 mL). La mezcla
se lavé con agua (2 X 100 mL) y una solucién saturada de cloruro de sodio (1 X 100 mL). La solucién se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré para proporcionar el intermedio de éster 2 (5,1 g en bruto, 96%) como un
aceite que se uso sin purificacion adicional. '"H RMN (CDCls, 300MHz): & 4,80 (m, 1H), 3,97 (m, 1H), 3,73 (s, 3H),
2,93 (m, 1H), 2,18 (app d, J = 13,2 Hz, 1H), 1,67 (m, 2H), 1,45 (br s, 10H), 1,20 (sol. t, J = 13,5 Hz, 1H). Rr= 0,90
(30% de EtOAc-hexanos);
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Intermedio 3 (Referencia)

[0099]

!

l o N ©

0" "0

K K

[0100] El acido (S)-1-Boc-piperidina-2-carboxilico (25 g, 109 mmol, Sigma-Aldrich) en DMF (500 mL) se tratd
secuencialmente con MeNHOMe*HCI (11,2 g, 115 mmol), N-metilmorfolina (36 mL, 327 mmol), HOBt (16,2 g, 120
mmol) y EDCI (23 g, 120 mmol) y se agité durante 18 h. La solucion se diluyé con EtOAc (1.000 mL) y se lavé con
H20 (2 X 500 mL) y solucién saturada de NaCl (500 mL). La solucion se sec6 sobre MgSQu, se filtrd y se concentro.
El residuo se sometié a una columna de 330 g de SiO, Combiflash High Performance Gold (gradiente de EtOAc-
hexanos al 0-100%) para proporcionar el intermedio de amida de Weinreb 3 (18,4 g, 61%) como un aceite
transparente:

'"H RMN (CDCls, 300 MHz): & 5,06 (br m, 1H), 3,93 (br m, 1H), 3,77 (br s, 3H), 3,18 (s, 3H), 2,01 (sol. d, J = 13,5 Hz,
1H), 1,71 (m, 4H), 1,45 (s, 9H);

LCMS (ESI) m/z 273 [M+H]*, t R = 2,31 min;

HPLC (RP: gradiente de MeCN-H-0 al 6-98%, 0,05% de modificador de TFA) tr = 4,423 min. Rr = 0,60 (50% de
EtOAc-hexanos);

Intermedio 4 (Referencia)

[0101]

N~NH
N — N CN  ——— N

NH
O S 2
@] OAO o Boc

X Ps

[0102] A una solucion de acetonitrilo (5 mL, 93,8 mmol) en THF seco (50 mL) a -78°C se afadio gota a gota
NaN(TMS), (34 mL, 68 mmol, 2M en hexanos). La solucion se calenté hasta -40°C y se agitd durante 20 min.
Después, la solucién se enfrié a -78°C y se afiadié gota a gota una solucion del éster (Intermedio 2) (7,6 g, 31,1
mmol) en THF (20 mL). La solucién se calenté hasta -40°C y se agit6 durante 2 h. La solucion se enfrié luego a -
78°C y se afiadio gota a gota una soluciéon de acido acético (4,8 mL, 80 mmol) en THF (20 mL). A continuacion, la
solucién se calent6é a temperatura ambiente y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida a 40°C. El
residuo resultante se disolvié en EtOAc (300 mL) y la fase organica se lavo 2 veces cada una con salmuera. Los
volatiles se eliminaron a presion reducida a 40°C.

'"H RMN (DMSO, 300 MHz) & 4,63 (br s, 1H), 4.18 a 4.13 (m, 1H), 3,82-3,78 (m, 1H), 3,65 (s, 2H), 2,85-2,63 (m, 1H),
1,65-1,52 (m, 9H), 1,38 (s, 9H).

LCMS m/z: 153 [M-Boc grupo+H], tr = 2,50 min.

[0103] El residuo se disolvié en EtOH (150 mL) y se afiadié acetato de hidrazina (4,5 g, 47 mmol). La solucién se
agito durante 16 h a TA. Los volatiles se eliminaron bajo presién reducida a 40°C, EtOAc (200 mL) y la fase organica
se lavo con solucién acuosa diluida de NaHCOs, a continuacion, H2O seguido de salmuera. Los compuestos volatiles
se eliminaron a presion reducida a 40°C, el residuo resultante se purificd por columna de gel de silice (DCM/MeOH,
gradiente de 0% a 20%) para proporcionar el producto Intermedio 4 (7,5 g, 90%) como un aceite.

LCMS m/z [M+H]* C13H22N4O2 requiere: 266,34. Encontrado 266,84 HPLC (min, pureza) tr = 2,13, 100%

[0104] 'H RMN (DMSO, 300 MHz) 11,20 (br s, 1 H), 5,09 (m, 1H), 5,07 (s, 1H), 4,67 (br s, 2H), 3,81 (sol. d, J = 12,0
Hz, 1H), 2,72 (sol. br t, J = 12,0 Hz, 1H), 2,08 (sol. d, J = 12,9 Hz, 1H), 1,57 (m, 4H), 1,39 (s, 9H); MS (ESI) m/z 267
[M+HT*, tr = 1,97 min. (Método 3,5min).; HPLC (Quiral: Chiralpak AD-H, n-heptano-isopropanol isocratico 70:30). tr
(deseado) = 22,42 min, tr (enantiomero del isémero deseado) = 25,67 min; % ee = 93.

Intermedio 4 a través de la amida de Weinreb (Referencia)
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[0105]

N o — N CN N

3 NH
O/l%o o | /& O Boc :

o "0

K K

[0106] MeCN (3,20 mL, 60,7 mmol) en THF (50 mL) se enfrié a -78°C en atmodsfera de Ar. Se afnadidé gota a gota
una solucion de NaHMDS (1,0 M en THF, 36,8 mL, 36,8 mmol) durante 5 minutos, tiempo durante el cual se formo
una suspension blanquecina. La suspension se calenté a -20°C y se agitd durante 20 min. La suspension se enfrié a
-78°C y se transfiri6 mediante una canula al Intermedio 3 de amida de Weinreb (5,02 g, 18,4 mmol) en THF (50 mL)
a -78°C durante 5 min. La suspension se calienta a -45°C y se agita durante 3 h, tiempo durante el cual la
suspension se convierte en una solucioén amarilla. La solucion se enfrié a -78°C y se afiadié gota a gota AcOH (4,2
mL en 10 mL de THF, 73,6 mmol). La solucion se calent6é a temperatura ambiente y se diluyd con EtOAc (100 mL).
La solucion se lavo con H,O (50 mL) y solucién saturada de NaCl (50 mL). La solucion se sec6 sobre MgSO, y se
concentrd para proporcionar la cetona de ciano en forma de un aceite amarillo que se uso sin purificacion adicional.

[0107] El producto en cetona bruta de a-ciano se us6 en la siguiente reaccion con acetato de hidrazina para
sintetizar amino deseado pirazol Intermedio 4 como se describe anteriormente.

MS (ESI) m/z 267 [M+H]*, tr = 1,81 min.

HPLC (RP: 6-98% de gradiente de MeCN-H20O, 0,05% de modificador de TFA) tr = 3,212 min (>95% de pureza @
254 nM).

HPLC (Quiral: Chiralpak AD-H 250 3 4,6 mm, 5 micrones; n -heptano-isopropanol isocratico 70:30) {r (un isémero,
deseado) = 22.35 min, tr (isomero b) = 25.78 min; a = 1,15; % ee => 90%,

Intermedio 71 (Referencia)

[0108]

\/O\)\H/O\/
- N
——
N N7 O

=
N NH
>:O 2 C32C03, DMF F:O H
>Lo >Lo

[0109] Se afadio (E)-etilo-3-etoxi-2-metilacrilato (11,8 g, 67,6 mmol) y Cs,CO3 (22,0 g, 67,6 mmol) a una solucion
del Intermedio 4 (12,0 g, 45.1 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se calenté a 130°C. Después
de 17 h, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se concentrd a presion reducida. El residuo
crudo se diluy6é con acetato de etilo (250 mL) y se filtr. El filtrado resultante se concentré a presion reducida y el
residuo se purificd por cromatografia en columna de SiO; (330 g de SiO, Combiflash HP Gold Column, 0-100%
acetato de etilo/hexanos) para proporcionar el intermedio 71 (8,58 g, 57%) como Sdlido amarillo claro.

'"H RMN (CDCls, 400 MHz): 8 12,01 (br s, 1H), 7,99 (s, 1H), 5,73 (s, 1H), 5,42 (br s, 1H), 4,01 (br d, J = 12,2 Hz, 1H),
2,81 (brt, J =11.2 Hz, 1H), 2,29 (d, J = 13,5 Hz, 1H), 2,07 (d, J = 1.1 Hz, 3H), 1,87 - 1.69 (m, 1H), 1,68 - 1,41 (m,
4H), 1,48 (s, 9H).

3C RMN (CDCls, 100 MHz): & 162,87, 156,34, 155,43, 140,16, 135,00, 113,29, 86,50, 79,75, 28,41, 27,79, 25,27,
21,00, 19,88, 13,38.

LCMS (ESI) m/z 333,0 [M+H]*, tr = 2,24 min.

HPLC tr (min),% de pureza: 3,969, 99%.

R f=0,50 (EtOAc).

Chiral HPLC, 98% de ee (Chiralpak IC 5 mM, 4,6 X 150 mm, 10-95% de MeCN/H-0, 0,05% de modificador de acido
trifluoroacético) isémero(s) tr = 22,234 min, (R) isémero tr = 20.875 min.

Intermedio 72 (Referencia)

[0110]
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N = N 0O o /
>:o H NH N7 ¢
>LO HCl

[0111] POCI3 (5,60 mL, 59,8 mmol) se afiadié al compuesto intermedio 71 (993,4 mg, 2,99 mmol) a temperatura
ambiente y la mezcla de reaccién se calentd a 100°C. Después de 2 h, la mezcla de reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se concentré a presion reducida para proporcionar el intermedio 72 como un semisélido
naranja, que se uso directamente en la siguiente etapa.

'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 9,40 (br d, J = 7,6 Hz, 1H), 9,27-9,16 (m, 2H), 6,85 (s, 1H), 4,54 (t, J = 112,4 Hz,
1H), 3,32 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 3,08 (q, J = 8,81 Hz, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,23-2,14 (m, 1H), 1,92-1,61 (m, 5H).

LCMS (ESI) m/z 251,1 [M+H]*, tr = 0,21 min.

HPLC tr = 2,35 min.

Intermedio 73 (Referencia)

[0112]

o
H

\S_
ol N NN

N” el
NH S\ HATU, Et;N H
Hel DMF Cl N\
o
o}

[0113] Se afiadié HATU (1,37 g, 3,59 mmol) a una solucién de acido 5-cloro-2-(metilsulfonamido)benzoico (823 mg,
3,29 mmol) en DMF (15,0 mL) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de 1 h, se afiadio
una solucién de producto intermedio bruto 72 (220 mg, 2,99 mmol) en DMF (1 ml), seguido de la adicion de
trietilamina (2,00 mL, 14,3 mmol), y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 19 h. La mezcla
de reaccion se repartié entre acetato de etilo (250 mL) y una solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio (200
mL) y las capas se separaron. La capa organica se lavé con solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio (200
mL) y solucién saturada de cloruro sddico (200 mL), se secé sobre Na 2 SO4, y se concentrd bajo presion reducida.
El residuo crudo se purific6 mediante cromatografia en columna de SiO, (12 g de SiO, Combiflash HP Gold Column,
0-100% acetato de etilo/hexanos) para proporcionar el intermedio 73 (736,2 mg, 51% (2 pasos)) como un solido
blanco.

'"H RMN (CDCls, 400 MHz): 8 10,05 (br s, 0,2H), 9,13 (br s, 1H), 8,95 (br s, 1H), 8,81 (br s, 0,2H), 7,70 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 7,56 (d, J = 8,8 Hz, 0,2H), 7,40 (dd, J = 8,8, 2,4 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 4.4 Hz, 0,2H),
6.45 (s, 1H), 6,40 (br s, 0,2H), 6,28 (br d, J = 4,4 Hz, 1H), 5,01 (br s, 0,2H), 4,54 (br d, J = 14,0 Hz, 0,2H), 3,35 (br d,
J =13,2 Hz, 1H), 3,15-3,03 (m, 1H), 2,92 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 2,13-1,98 (m, 1H), 1,90-1,59 (m, 2H), 1,59-1,31 (m,
3H).

3C RMN (CDCls, 100 MHz): & 167,09, 156,12, 153,13, 147,86, 135,68, 131,79, 131,66, 131,38, 130,12, 125,91,
125,44, 117,08, 93,74, 47,65, 44,07, 39,81, 27,83, 25,47, 19,78, 16,90. LCMS (ESI) n/z 482,1 [M+H]*, tr = 2,79 min.
HPLC tr (min),% de pureza: 5,438, 99%

Rr= 0,47 (50% de EtOAc/hexanos).

Chiral HPLC, 99% de ee (Chiralpak IC 5 mM, 4,6 3 150 mm, 10-95% de MeCN/H;0, 0,05% de modificador de acido
trifluoroacético) (S) isdbmero tr = 29,739 min, (R) isémero tr = 29,495 min.

Intermedio 159 (Referencia)

[0114]

HO Cl
0 cloruro de oxalilo o
DMF, CH:Cl;, ta
SR (T
= - ;5—
I ‘s
9] 6 (8] El
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[0115] Se afadi6 DMF (0,070 mL, 0,908 mmol) lentamente a una suspensiéon de 5-metilo-2-
(metilsulfonamido)benzoico (1,01 g, 4,59 mmol) y cloruro de oxalilo (1,6 mL, 18,3 mmol) en 11 mL de diclorometano
anhidro. Después de 3 h, la mezcla de reaccién se concentrd y se secd al vacio para producir el intermedio 159 en
forma de un solido amarillo (987 mg, 90%) que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

'"H RMN (CDCls, 400 MHz): 82 10,2 (s, 1H), 7,92 (s, 1H), 7,64 (m, 1H), 7,39 (m, 1H), 3,03 (s, 3H), 2,35 (s, 3H).
Intermedio 160 (Referencia)

[0116]
Ci

O
NH
s

“i

NH TEA, CH,Clp N NN

N Cl

HCl 0°%Ctort o
N

29
o7
o

[0117] Se afadio trietilamina (0,58 mL, 4,16 mmol) se afadio lentamente a una mezcla de compuesto intermedio
159 (479 mg, 2,01 mmol) y el intermedio 72 (573 mg, 2,00 mmol) en 10 mL de diclorometano bajo argén a 0°C.
Después de 3 h, la LC/MS indic6 la conversion completa al producto deseado. La mezcla de reaccién se concentrd y
se seco al vacio para producir el intermedio 160 como un sélido amarillo (924 mg, 92%) que se uso en las siguientes
etapas sin purificacién adicional. LCMS nvz [M+H]*" C21H24CINsO3S requiere: 462,13. Encontrado 462,32.

Compuesto 188 (Referencia)

[0118]

m m
HN =
Cl HCI\Q N NN

o)

O
NH —_— NH CN
P TEA, MeOH, 70°C 5
1] 1
© o] © O

[0119] Se afadio trietilamina (0,367 mL, 2,65 mmol) a una mezcla de compuesto intermedio 160 (70 mg, 0,152
mmol) y (R)-3-pirrolidina-clorhidrato de carbonitrilo (175 mg, 1,32 mmol) en 8 mL de metanol a temperatura
ambiente. Después de calentarse a 70°C durante la noche, la mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente y
se concentrd a presion reducida. El residuo restante se purificé por HPLC prep. (Acetonitrilo al 15-100% (con acido
trifluoroacético al 0,1%) en agua (con 0,1% de acido trifluoroacético) para producir el compuesto 188 en forma de un
solido blanco, sal de acido trifluoroacético (58,9 mg, 61%), después de la liofilizacién. '"H RMN (DMSO, 400 MHz): &
h 9,01 (s, 1H) 8,53 (s, 1H), 7,39 (m, 1H), 7,25 (m, 1H), 7,17 (s, 1H), 6,13 (s, 1H), 5,97 (m, 1H), 3,92 (m, 1H), 3,84-
3,70 (m, 3H), 3,47 (m, 1H), 3,20 (m, 1H), 3,04 (m, 1H), 2,95 (s, 3H), 2,31 (s, 3H), 2,30-2,13 (m, 6H), 1,84 (m, 1H),
1,61 (m, 1H), 1,57-1,22 (m, 3H).

LCMS m/z [M+H]* C 26 H 31 CIN7O3S requiere: 522,22. Encontrado 522,37

HPLC Tr (min), pureza %: 6,77, 99%

Intermedio 161 (Referencia)

[0120]

Qe N, QU

Cl

HN
o % 3< o
NH “(
- - TEA, MeOH, 70°C 0
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[0121] Siguiendo el procedimiento del compuesto 188, el intermedio 161 se recuperd como un sélido blanco (81 mg,
82%) después de cromatografia en columna de gel de silice (10-60% acetato de etilo/hexanos). LCMS m/z [M+H]*
C30H41CIN7OsS requiere: 612,29. Encontrado 612,22.

Compuesto 190 (Referencia)

[0122]
N = N/ N N = N/ N
0 0

TFA, CHyCly, 1t (o] Q
.0 * %
NH HN‘{ NH NHz
N 5

— o .
o”g $< ol

[0123] Se anadio acido trifluoroacético (0,35 mL, 4,58 mmol) a una solucién del intermedio 161 (79 mg, 0,129 mmol)
en 5 mL de diclorometano. Después de agitarse durante una noche, la mezcla de reaccion se concentrd a presion
reducida y se seco a vacio durante 3 h para producir el compuesto 190 en forma de un sdlido blanquecino (76,6 mg,
95%), sal de acido trifluoroacético.

"H RMN (DMSO, 400 MHz): 8 h 9,02 (s, 1H) 8,53 (s, 1H), 8,01 (s, 3H), 7,39 (m, 1H), 7,25 (m, 1H), 7,19 (m, 1H), 6,11
(s, 1H), 5,97 (m, 1H), 3,85 (m, 4H), 3,24 (m, 1H), 3,03 (m, 1H), 2,95 (s, 3H), 2,33 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 2,29 (m, 3H),
2,05-1,81 (m, 2H), 1,67-1,22 (m, 4H).

LCMS m/z [M+H]* C25H33CIN7O3S requiere: 512,24. Encontrado 512,20

HPLC Tr (min), pureza%: 5,10, 99%

Intermedio 164 (Referencia)

[0124]

NN H /N\NT
=2 o=( N
N N7 el o o Q
0 \X /
NH
CI<C/§N\H c < § M o
LG TEA, MeOH, 75°C o* it

“i
o5

[0125] Siguiendo el procedimiento del compuesto 188, a partir del intermedio 73, el intermedio 164 se recuperd
como una sal de acido trifluoroacético sélido blanco (79 mg, 89%) después de la preparacion HPLC (15-100% de
acetonitrilo (con 0,1% de &cido trifluoroacético) en agua (con 0,1% de acido trifluoroacético). LCMS m/z [M+H]*
C29H35CIN7OsS requiere: 632,23. Encontrado 632,52.

Compuesto 202
[0126]

N-
O
o TFA, CH,Cly, rt .
A e / F
NH < Hoj\k
cl NH NH;
o

o N oy
G s

[o 7] 0/’ 1

0 \\< o

[0127] Siguiendo el procedimiento del compuesto 190, utilizando el intermedio 164, el compuesto 202 se recuperd
como un solido blanco, sal de &cido trifluoroacético (69 mg, 98%) después de secar al vacio. '"H RMN (DMSO, 400
MHz): 811 9,24 (s, 1H) 8,52 (s, 1H), 8,08 (s, 3H), 7,55-7,38 (m, 3H), 6,13 (s, 1H), 5,95 (m, 1H), 3,90 (m, 2H), 3,81-
3,60 (m, 2H), 3,21 (m, 1H), 3,04-3,00 (m, 1H), 3,03 (s, 3H), 2,39-2,13 (m, 2H), 2,33 (s, 3H), 2,08-1,80 (m, 2H), 1,69-
1,21 (m, 5H). LCMS nvz [M+H]" C 24 H 30 CIN7O3S requiere: 532,18. Encontrado 532,42.
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HPLC Tr (min), % de pureza: 5,28, 98%
Actividad antiviral

[0128] Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones para uso en métodos de infecciones virales que
inhiben, que comprende la etapa de tratar una muestra o sujeto sospechoso de tener dicha inhibicién con una
composicion de la invencion.

[0129] En el contexto de la invencion, las muestras sospechosas de contener un virus incluyen materiales naturales
o artificiales tales como organismos vivos; tejidos o cultivos celulares; muestras bioldgicas tales como muestras de
material biolégico (sangre, suero, orina, liquido cefalorraquideo, lagrimas, esputo, saliva, muestras de tejidos y
similares); muestras de laboratorio; muestras de comida, agua o aire; muestras de bioproductos tales como
extractos de células, particularmente células recombinantes que sintetizan una glucoproteina deseada; y similares.
Normalmente, se sospechara que la muestra contiene un organismo que induce una infeccién viral, con frecuencia
un organismo patégeno, como un virus tumoral. Las muestras pueden estar contenidas en cualquier medio,
incluyendo agua y mezclas de disolventes organicos/agua. Las muestras incluyen organismos vivos, como los
humanos, y materiales hechos por el hombre, como los cultivos celulares.

[0130] Si se desea, la actividad anti-virus de un compuesto de la invencién después de la aplicacion de la
composicion se puede observar mediante cualquier método incluyendo métodos directos e indirectos de deteccion
de dicha actividad. Se contemplan métodos cuantitativos, cualitativos y semicuantitativos para determinar dicha
actividad. Tipicamente, uno de los métodos de seleccion descritos anteriormente se aplica, sin embargo, cualquier
otro método, como la observacion de las propiedades fisiolégicas de un organismo vivo, también es aplicable.

[0131] La actividad antiviral de un compuesto de la invencién se puede medir usando protocolos de cribado estandar
que son conocidos. Por ejemplo, la actividad antiviral de un compuesto se puede medir utilizando los siguientes
protocolos generales.

Actividad antiviral del virus sincitial respiratorio (RSV) y ensayos de citotoxicidad
Actividad anti-RSV

[0132] La actividad antiviral contra RSV se determind usando un ensayo de citoproteccion in vitro en células Hep2.
En este ensayo, los compuestos que inhiben la replicacion del virus exhiben un efecto citoprotector contra la
destruccion celular inducida por el virus y se cuantificaron utilizando un reactivo de viabilidad celular. EI método
utilizado fue similar a los descritos anteriormente en la literatura publicada (Chapman et al., Antimicrob Agents
Chemother. 2007, 51 (9): 3346-53).

[0133] Las células Hep2 se obtuvieron de ATCC (Manassas, VI) y se mantuvieron en medio MEM suplementado con
suero bovino fetal al 10% y penicilina/estreptomicina. Las células se pasaron dos veces por semana y se
mantuvieron en la etapa de subconfluencia. Las reservas comerciales de RSV cepa A2 (Advanced Biotechnologies,
Columbia, MD) se titularon antes de la prueba del compuesto para determinar la dilucion adecuada de las reservas
de virus que genero un efecto citopatico deseable en las células Hep2.

[0134] Para los ensayos antivirales, las células Hep2 fueron sembradas en placas de 96 pocillos 24 horas antes del
ensayo a una densidad de 3.000 células/pocillo. En una placa de 96 pocillos separada, los compuestos a ensayar se
diluyeron en serie en medios de cultivo celular. Se prepararon ocho concentraciones en incrementos de dilucion en
serie de 3 veces para cada compuesto analizado y se transfirieron 100 uL/pocillo de cada dilucién por duplicado a
las placas con células Hep2 sembradas. Posteriormente, se preparé una dilucién apropiada de las reservas de virus
previamente determinada por titulacion en medios de cultivo celular y se agregaron 100 ul/pocillo a las placas de
prueba que contenian células y compuestos diluidos en serie. Cada placa incluy6 tres pocillos de células no tratadas
infectadas y tres pocillos de células no infectadas que sirvieron como control de inhibicion de virus del 0% y 100%,
respectivamente. Después de la infeccidon con RSV, las placas de prueba se incubaron durante 4 dias en una
incubadora de cultivo de tejidos. Después de la incubacién, se determind el efecto citopatico inducido por RSV
utilizando un reactivo Cell TiterGlo (Promega, Madison, WI) seguido de una lectura de luminiscencia. El porcentaje
de inhibicion se calculé para cada concentracion probada en relacién con los controles de inhibicion del 0% y del
100% y el valor de EC50 para cada compuesto se determiné mediante regresién no lineal como una concentracion
que inhibe el efecto citopatico inducido por RSV en un 50%. Se usé ribavirina (comprada en Sigma, St. Louis, MO)
como control positivo para la actividad antiviral.

[0135] Los compuestos también se ensayaron para la actividad antiviral contra el RSV en células Hep2 utilizando un
formato de 384 pocillos. Los compuestos se diluyeron en DMSO utilizando una dilucién en serie de 10 pasos en
incrementos de 3 veces a través de la automatizacion en 4 repeticiones adyacentes cada uno. Se ensayaron ocho
compuestos por placa de dilucion. Luego se estamparon 0,4 uL de compuestos diluidos a través de Biomek en
placas de 384 pocillos (Nunc 142761 o 164730 w/lid 264616) que contenian 20 yL de medio (Mediatech Inc. MEM
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suplementado con glutamina, FBS al 10% y Pen/Strep). Se usé DMSO y un compuesto de control positivo
adecuado, tal como 80 pm GS-329467 o 10 um 427346 para los controles de destruccion celular al 100% y al 0%,
respectivamente.

[0136] Se prepararon células Hep2 (1,0 x 10% células/ml) como anteriormente en un lote de al menos 40 ml de
exceso del numero de placas de muestra (8 ml de mezcla de células por placa) y se infectaron con la cepa RSV
suministrada por el proveedor (ABI) A2 para llegar a un MOI de 1:1.000 (virus: celda #) o 1:3.000 (vol virus: célula
vol). Inmediatamente después de la adicion del virus, se afiadio la suspension de células Hep2 infectadas por RSV a
cada placa de 384 pocillos sellada a 20 ul por pozo utilizando un dispensador uFlow, dando un volumen final de 40
pL/pocillo, cada uno con 2.000 células infectadas. Las placas se incubaron luego durante 5 dias a 37°C y 5% de
CO,, Después de la incubacion, las placas se equilibraron a temperatura ambiente en una cubierta de gabinete de
bioseguridad durante 1,5 horas y se agregaron a cada pocillo 40 pyL de reactivo de viabilidad de Cell-Titer Glo
(Promega) a través de uFlow. Después de una incubaciéon de 10 a 20 minutos, las placas se leyeron utilizando un
lector de placas EnVision o Victor Luminescence (Perkin-Elmer). Luego, los datos se cargaron y analizaron en el
portal de Bioinformatica bajo los protocolos de infectividad celular RSV y EC50-Hep2-384 de 8 placas u EC50-Hep2-
Envision de 8 placas.

[0137] Los datos de puntos multiples generados en el ensayo se analizaron mediante Pipeline Pilot (Accelrys, Inc.,
Version 7,0) para generar una curva de respuesta a la dosis sobre la base de ajuste de minimos cuadrados a una
curva de 4 parametros. La formula generada para la curva se us6 para calcular el % de inhibicion a una
concentracién dada. El % de inhibicion reportado en la tabla se ajusté luego en base a la normalizacion de los
valores de inhibicién de % de la parte inferior y superior de la curva a 0% y 100% respectivamente. La actividad
representativa para el compuesto 202 contra los efectos citopaticos inducidos por RSV se muestra en la siguiente
tabla en la que A = CEsp de 0,1-100 nM, B = CEsp de 101-1.000 nM, y C = CEso de 1001-10.000 NM.

N° de o % inh @ CE50/
compuesto %inh@1uM 0,5uM nM
202 100 A

Citotoxicidad

[0139] Se determiné la citotoxicidad de los compuestos ensayados en células Hep2 no infectadas en paralelo con la
actividad antiviral usando el reactivo de viabilidad celular de una manera similar a la descrita anteriormente para
otros tipos de células (Cihlar et al., Antimicrob Agents Chemother. 2008,52 (2): 655-65.). Se utilizd el mismo
protocolo que para la determinacién de la actividad antiviral para medir la citotoxicidad del compuesto, excepto que
las células no se infectaron con RSV. En su lugar, se agregaron medios de cultivo celular frescos (100 uL/pocillo) sin
el virus a las placas analizadas con células y compuestos prediluidos. Las células se incubaron luego durante 4 dias,
seguidas de una prueba de viabilidad celular utilizando el reactivo CellTiter Glo y una lectura de luminiscencia. Las
células no tratadas y las células tratadas con 50 ug/ml de puromicina (Sigma, St. Louis, MO) se utilizaron como
control de la viabilidad celular del 100% y 0%, respectivamente. El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 para
cada concentracién de compuesto analizada en relacion con los controles de 0% y 100% y el valor de CC50 se
determiné mediante regresion no lineal como una concentraciéon de compuesto que reduce la viabilidad celular en un
50%.

[0140] Para la prueba de citotoxicidad de compuesto en células Hep2 utilizando un formato de 384 pocillos, se
diluyeron los compuestos en DMSO usando una dilucion en serie de 10 pasos en incrementos de 3 veces a través
de la automatizacion en 4 repeticiones adyacentes cada uno. Se ensayaron ocho compuestos por placa de dilucion.
Luego se estamparon 0,4 uL de compuestos diluidos a través de Biomek en placas de 384 pocillos (Nunc 142761 o
164730 w/lid 264616) que contenian 20 uL de medio (Mediatech Inc. MEM suplementado con glutamina, FBS al
10% y Pen/Strep). Se utilizaron 50 pug/mL de puromicina y DMSO para los controles de citotoxicidad del 100% y 0%,
respectivamente.

[0141] Se afiadieron células Hep2 (1,0 x 105 células/ml) a cada placa estampada a 20 ul por pocillo para obtener un
total de 2.000 células/pocillo y un volumen final de 40 ml/pocillo. Por lo general, las células se prediluyeron por lotes
a 1,0 x 10° células/ml en exceso del nimero de placas de muestra y se agregaron a 20 ul por pocillo en cada placa
de ensayo usando un dispensador uFlow. Las placas se incubaron luego durante 4 dias a 37°C y 5% de CO..
Después de la incubacion, las placas se equilibraron a temperatura ambiente en una cubierta de gabinete de
bioseguridad durante 1,5 horas y se agregaron a cada pocillo 40 pL de reactivo de viabilidad de Cell-Titer Glo
(Promega) a través de uFlow. Después de una incubaciéon de 10 a 20 minutos, las placas se leyeron utilizando un
lector de placas EnVision o Victor Luminescence (Perkin-Elmer). Luego, los datos se cargaron y analizaron en el
portal Bioinformatics (Pipeline Pilot) bajo el ensayo de citotoxicidad utilizando los protocolos CC50-Hep2 de 8 placas
0 CC50-Hep2 de 8 placas.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la
férmula:
5
N AN
N
10 N N/
o}
15

Zz

Cl

20
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dl
o
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y al menos otro
agente terapéutico.
25
2. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en donde el compuesto de la formula:
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esta presente como una sal del acido trifluoroacético.
3. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en donde el compuesto de la féormula:
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esta presente como una sal formada con un acido inorganico seleccionado de acido clorhidrico, acido bromhidrico,
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acido sulfurico, acidos sulfamicos, acido fosférico o acido nitrico.

4. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es adecuada para
administracion oral.

5. La composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es una solucidon o
suspensién acuosa.

6. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso en un método para tratar
una infeccion por el virus de Pneumovirinae en un ser humano.

7. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en la que la infeccion por el virus
Pneumovirinae es una infeccion por virus sincitial respiratorio.

8. La composicidon farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en la que la composicién
farmacéutica se administra oralmente.

9. La composiciéon farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que el

método para tratar una infeccion por el virus de Pneumovirinae en un ser humano comprende administrar el
compuesto de la férmula:

N

\N

Cl N

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables como una dosis diaria de 1 mg a 1.000 mg administrada en una
dosis Unica o dosis multiples.

10. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que la dosis diaria es de 5 mg a
500 mg administrada en una dosis Unica o dosis multiples.

11. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en la que el otro agente

terapéutico se selecciona del grupo de ribavirina, palivizumab, motavizumab, RSV-IGIV, MEDI-557, A-60444, MDT-
637, BMS-433771, ALN - RSVO, y ALX-0171, o mezclas de los mismos.
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