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@ Patente de Invencién I:] Patente de Modelo de Utilidad
X capitulo 1. ] capitulo I1.
@ Nombre: JANSSEN PRODUCTS, L.P. Y IDENTIFICACION
MEDIVIR AB

Direccién:  800/850 Ridgeview Drive] C.C. O w~nt O

Horsham, PA 19044, Estados Unidos de CE. EI Otro D

América y Lunastigen 7, S5-141 44
SOLICITANTE Huddinge, Suecia.

(71) . . . Cual

Nacionalidad o Domicilio: Horsham, Estado

de Pennsylvania, Estados Unidos de Ameérnca y

Huddinge, Suecia. Namero

Lugar de Constitucion:

Teléfono: 3264270 Fax: 6069701
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com

@ Nombre:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

ce. X nm

Direccion: Cafle 72 No. 5-83 Piso 5°%| C.E. [:I Otro ’:]
REPRESENTANTE Bogota, Colombia

O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual

Numero 39.680.713 TP §3.215

E-mail: jlicco@lloredacamacho.com

@ Nombre: JONCKERS, Tim, Hugo, Maria; RABOISSON, Pierre, Jean-Marie,
Bernard; VANDYCK, Koen; VAN HOOF, Steven, Maurice, Paula; HU, Lili y
TAHRI, Abdellah.

INVENTOR(ES) Direccién: Pastoor Wouterstraat 19 bus 5, B-2650 Edegem:; Rue Jolie 3, B-1331
{72) Rosieres; Deurnestraat 74, B-3583 Paal-Beringen; Hundelgemsesteenweg 804,

B-9820 Merelbeke; Vrouw van Mechelenstraat 28, B-2800 Mechelen y Rue
Maurice Albert Raskin 30, B-1070 Anderlecht.

Nacionalidad o Domicilio: Bélgica.
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Titulo (54) “NUCLEOQSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS”
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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacién Legal.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. {Declaracién bajo las Reglas 4.17(f) y 51bis. 1(a)ii) que acreditan el traspaso de los inventores al solictante)

Copia de |a solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

X OXOOOXK @

Traduccién de ia solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)
|:| Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indlgenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el ".
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

XO OX OO

Oftros: reporte de busqueda internacicnal, publicacion, documento de notificacién de registro de cambio
de nombre del solicitante CENTOCOR QRTHO BIOTECH PRODUCTS L.P. a JANSSEN PRODUCTS,
L.P. y opinién escrita de la autoridad de busqueda internacional.
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@ ' Solicito la concesién :die_la patente,
. NoMBRE:,ALICIA LLOREDA RICAURTE
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de solicitud: (81} Int C: CO7H 19/06
{22) Fecha de soficitud: 27-10-11 (71) Solicitante(s): JANSSEN PRODUCTS, L.P. Y MEDIVIR AB
(30) Prioridad (31} No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
09160215.1 14-05-09 EP
(72} inventor(es): JONCKERS, Tim, Hugo, Maria; RABOISSON,
Pierre, Jean-Marie, Bemard; VANDYCK, Koen,
VAN HOOF, Steven, Maurice, Pauta; HU, Lili y
TAHRI, Abdelliah.
{74} Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 14-12-11 (87)  Publication internacional
(86} Datos relativos a ta presentacion de la solicitud PCT Fecha; 18-11-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 11-05-10 N publicacion: WO 2010/130726 A1
No, de solicitud; PCT/EP2010/056438

(54) Titulo: NUCLEOSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS

Resumen - Reivindicacién{es):

Resumen:

Compuestos de la férmula |

incluyendo cualquier estereoisémero pasible de los mismos, en donde: R? es un éster monofosfato, difesfato o trifosfato; o R4 es

pe RE OR
910 P

; ol
P L0 P—
W‘XN I R® ﬁ’ I
H O o
0 o)

o

R

R' es fenilo opcionalmente sustituido, naftilo opcionalmente sustituido, o indolilo apcionalmente sustituido; R® y RE are hidrégeno,
alquito C1-Cs, bencilo, o feniio; o R® y R¥ forman cicloalquilo C~Cr;R? es alquilo C~Co, cicloalquile C3-C, fenilo o fenik-alquilo C1—C,
en donde la porcion fenilo en el fenilo o en e fenil-alquilo Ci-Cs esta opcionaimente sustituida; o una sal o un solvate
farmacéuticamente aceptable de los mismos; formulaciones farmacéuticas y el uso de los compuestos | como inhibidores de! VHC.

Sector: Industria farmacéutica, en particular compuestos que poseen un heteroanillo el cual comparte un atomo con un radical
sacarido, especificamente compartiendo el atomo de nitrbgeno, siendo dicho heteroanillo una pirimidina que posee dos grupos oxo
directamente unidos al anilio, y estando el radical sacarido esterificado por un &cido fosforico o polifosfofico. Composiciones
farmacéuticas que contienen estos compuestos y que son uiles en 1a inhibicién de VHC.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS _
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION __ PCT _X_  MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 27-10-11

(51) Clasfficacién Intemacional: CO7H 19/06
(71) Solicitante(s): JANSSEN PRODUCTS, L.P. Y MEDIVIR AR

(72} Inventor(es): JONCKERS, Tim, Hugo, Maria; RABOISSON, Pieme, Jean-Marie, Bernard; VANDYCY, Koen; VAN HOOF, Steven, Maurice,
Paula; HU, Lili y TAHRI, Abdellah.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad {31}  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
09160215.1 14-05-09 EP
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 14-12-11 {87} Publicacién internacional
(88) Dafos relativos & la presentacién de |a soligitud PCT Fecha: 18-11-10
Fecha de presentacidn de la solicitud: 11-05-10 N° publicacién: WO 2010/130726 A1

Ne. de solicitud: PCT/EP2010/056438
{54) Tilo:  NUCLEOSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO _
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENOINDUSTRIAL __
{21) N° de soficitud: {22) Fecha de solicitud: 27-10-11

{51} Clasificacion Internacional: CO7H 19/06

{71) Solicitante{s): JANSSEN PRODUCTS, L.P. Y MEDIVIR AB

{72) Inventor(es): JONCKERS, Tim, Hugo, Mara; RABOISSON, Pierre, Jean-Marie, Bemard; <O
VANDYCK, Koen; VAN HOCF, Steven, Maurice, Paula; HU, Liii y TAHRI, Abdellah. /
(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
{30) Prioridad (31} No. Pricridad  (32) Fecha {33) Pais M
09160215.1 14-05-09 EP |

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 14-12-11 {87) Publicacién intemacional:
{86) Datos relativos a la presentacién de la solic. PCT Fecha: 18-11-10

Fecha de presentacion de la solicitud; 11-05-10 No. Publicacitn : WO 2010/130726 A1

No. de solicitud. PCT/EP2010/056438 ] _
{54) Titulo:

NUCLEGSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS

(57) Resumen - Refvindicacién(es):

Resumen:

Compuestos de la formula I:

incluyendo cualquier estereoisémero posible de fos mismos, en donde: R es un éster monofosfato, difosfato o trifosfato; o R* es

B' ORJ' OR?
o o S A
RBI \n><N/" Rgf N/”
H O 0
0 0 0
R? es fenilo opcionalmente sustituido, naftilo opcionalmente sustituido, o indolilo opcionalmente sustituido; R® y R¥ are hidrégeno,
alquilo C1-Cs, bencilo, o fenilo; 0 R3 y R¥ farman cicloalguile C:-C7,R? es alquilo Ci—Cro, cicloalquito C3-Cr, fenile o fenil-alquilo C1-

Ce, en donde la porcibn fenilo en el fenilo o en el fenil-alquilo Ci-Ce¢ esta opcionalmente sustituida; o una sal o un solvalo
farmacéuticamente aceptable de los mismos; formulaciones farmacéuticas y el uso de los compuestos | como inhibidores del VHC.

Sector: Industria farmacéutica, en particular compuestos que poseen un hetercanille el cual comparte un atomo con un radical

sacarido, especificamente compartiendo el atomo de nitrégeno, siendo dicho heteroanillo una pirimidina gue posee dos grupos oxo
directamente unidos al anilio, y estando el radical sacarido esterificado por un &cido fosférico o polifostcfico. Composiciones

farmacéuticas que contienen estos compuestos y que son ttiles en la inhibicién de VHC,
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PCT Adticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file refarence FOR FURTHER sae Form PCTASA/220

TIP205 PCT ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No, International filing date (day/monthiear) {Eariest) Priority Date (day/maonthiyear}
PCT/EP2010/056438 _ 11/05/2010 14/05/2009
Applicant .

CENTOCOR ORTHO BIOTECH PRODUCTS L.P.

" This international search report has bosn prepared by this intemational Searching Authority and is transmitted to the appficant
agcording to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau,

This infernational search reportconsistsofatotalof ___ 4 _ shaets.
It is also accorpanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of th'e'reporl
a. With regard to the language, the intemational search was carried out on the basis of:
the intemational application in the language in which it was filed

D a translation of the intemalional application into , which is tha language
of a translation fumished for the purposes of intamational search (Rudes 12.3(a) and 23.1(b})

o

o oond

This intemational search raport has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by of notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6his(a)}.

o

With ragard to any nucleotlds and/or amino acid sequence disclosad in the intemational application, see Box No. 1.

v

Certain claims were found unsearchable (See Box No. I1}

Unity of Invention is lacking {see Box Ne li}

4, With regard to the title,

- the taxt Is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows;

e

5. Wilh regard to the abstract,
the text is approved as submitied by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as It appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments {o this Authority

6. With regard to the drawings,
&. the figure of the drawings to ba published with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant
[] s setected by this Authority, because the applicant failed o suggest a figure
D a5 sslectsd by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. [:] nong of the figures is lo be published with the abstract

Farm PCTASAR10 (first sheet) (July 2009)
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. INTERNATIONAL SEARCH REPORT

‘| Intemational application No

PCT/EP2010/056438

A; CLASSIRCATION OF SUBJECT MATTER - ’
INV. -LO7H19/06 CO7H19/10 A§1K31/7072

ADD.

Aooordlng' 1o Intemaslonal Patent Classilication’ {IPC} of to both national classlfication and (PC
B. FIELDS SEARCHED - :

Minimum documentation searched (classification system loliowad by Classitication symbols)

CO7H ABIK

Documentation searched othar than minimum documantation 1o tha extent that such documents ara Inctuded In the flelds searched

Elecironic data base consulted during the intermational search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Clatlon of document, with Indication, where appropriate, of tha relevant passages

A BABU, B. RAVINDRA ET AL: "2’'-Spiro ribo- 1-12
and arabinonucleosides: synthesis,
motecular modelling and incorporation into
oligodeoxynucleotides”
ORGANIC & BIOMOLECULAR CHEMISTRY , 1(20),
3514-3526 CODEN: OBCRAK; ISSN: 1477-0520,
2003, XP002536360
cited in the application
A W0 2007/09526% A (MERCK & CO INC [US]; 1-12
' ANGELETTI P IST RICHERCHE BIO [IT];
MACCOSS MALCO) 23 August 2007 (2007-08-23)
A W0 2007/020193 A (HOFFMANN LA ROCHE [CH]; 1-12
' KLUMPP KLAUS [US]; MARTIN JOSEPH ARMSTRONG
[GB) 22 February 2007 (2007-02-22)

— N

m Furher documents are Iisted in the continuation of Box C. E Saa patent family annex.

Ratevant to claim No.

* Speclal categories of cited documents :

"A* document deflining the genseral siate of the an which is not
considared to be of particular relevance

"E" earlier docurmant it published on or after the intematianal
fillng date

‘L dacument which may throw doubts on priority claim{s} or
which is cited to establish the publication daie of another
citation or other spacial reagon (as speciied)

*0" decumant referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P" document pubiished prior 1o the Intemational liling date but
laters than the prigrity date claimed

T later documant published akar the international fling date
or pricrity date and not in conflict with the epplication but
ol::iiad t‘o undersiand the principle or theory undarying the
nvantion

‘X" documaent of panicular ralevance; the clatmed invention
cannof be considered novel or cannet be considered 10
involve an Inventive step whan tha document s taken along

'¥* document of panlicular relevance; the claimed Invenilon
cannot be considerad to volve an inventive step when the
document ts combinad with one or moere olher such docu-—
mamms. iuch combination being obvious to 8 person skilled

o an.

"&" documeni membar of the same palent lamily

Date of the actual complation of the Intemational search

8 June 2010

Date of matiing ¢f the ntemational saarch repon

14/06/2010

Name and mafling address of the ISA/

European Patent (ifice, P.B. 5818 Patanttaan 2
NL - 2280 HV Rijswilk

Tel. {(+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 240-3018

Authorzed oHicer

Klein, Didier

Form PCTASAZ210 {seoond shaat} (Apnl 2005)

page 1 of 2
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"INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internatienal application No

PCT/EP2010/056438

C{Continuatlon), DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropdate, of the relevant passages

Retevant to claim No.

A

W0 2006/012078 A (MERCK & CO INC [US];
MACCOSS MALCOLM [US]: OLSEN DAVID B [US])
2 February 2006 (2006-02-02)

1-12

Form PCTASA/210 (coniinuation of second sheot) {Aprd 2005}

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family merﬁﬁers'

International application No

PCT/EP2010/056438
Patent docurnent Publication Patent farnily Publication
cited in search report date member(s) date

WD 2007095269 23-08-2007 AU 2007215114 Al 23-08-2007
CA 2637879 Al 23-08-2007
EP 1987050 A2 05-11-2008
JP 2009526850 T 23-07-2009
WO 2007020193 22-02-2007 CA 2618335 Al 22-02-2007
CN 101287472 A 15-10-2008
EP 1928475 A2 11-06-2008
JP 2009504704 T 05-02-2009
W0 2006012078 02-02-2006 AU 2005267421 Al 02-02-2006
. CA 2571079 Al 02-02-2006
EP- 1773355 A2 18-04-2007
JP 2008504265 T 14-02-2008
us 15-11-2007

2007265222 Al

Form PCTASAR 14 {patent tamily annex) {An 2005)
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (FCT

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date
18 November 2010 (18.11.2010)

e

AT

i)

MDLS!
MPIS

0O O

(10) International Publication Number

WO 2010/130726 A1

(51)

an

(22)

25)
(26)
(30)

m

(72)
(75)

International Patent Classification:
CO7H 18/06 (2006.01) AGIK 31/7072 (2006.01)
CO7H 19/10(2006.01)

Internatlonal Application Number:
PCT/EP2010/056438

International Filing Date:
11 May 2010 {15.05.20i0)

Filing Lenpuage: English
Publication Language: English
Priority Data;

091602151 14 May 2009 (14.05.2009) EP
Applicants (for all designated States except US); CEN-

TOCOR ORTHO BIOTECH PRODUCTS L.P.
[US/US]. 430 Route 22 East, Bridgewater, New Jersey
08807 (UiS). MEDIVIR AB [SE/SE]; Lunastigen 7,
5-141 44 Huddinge (SE).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): JONCKERS, Tim,
Hugo, Maria [BE/BE]; Pastoor Wouterstraat 19 bus S,
B-2650 Edegem (BE). RABOISSON, Pierre, Jean-
Maric, Bernard [FR/BE]; Rue Jolie 3, B-1331 Rosicres
(BE). YVANDYCK, Koen [BE/BE]; Deurnestram 74,
B-3583 Paal-Beringen (BE). VAN HOOF, Steven, Mau-
rice, Paula [BE/BE]; Hundelgemsestcenweg 804, B-9820
Merclbeke (BE). HU, L#i [NL/BE); Vrouw van Meche-
lenstraat 28, B-2800 Mechcien (BE). TAHRL, Abdellah

(74)

81

84)

[BE/BE];, Rue Maurice Albert Raskin 30, B-1070 Ander-
lecht (BE).

Agent: WANTE, Dirk; Tibotec-Virco Comm. VA, J&J
Patent Law Dicpartment, Genersal De Wittelaan L 11B 3,
B-2800 Mechelen (BL).

Designated States (unless atherwise indicated, for every
kind of national protection available); AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, Bl, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, IE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, 8C, 8D,
8E, 8G, 8K, SL, M, ST, SV, 8Y, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT,TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection avatiable). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, 8Z, TZ, UG,
ZM, ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, I, I8, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, I'T, RO, SE, §I, SK,
SM, TR}, OAPI (IF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

as to applicant’s entitlement to apply for and be granted
a patent (Rule 4.17(i1))

{Continued on next page]

(54) Titie: URACYL SPIROOXETANE NUCLEOSIDES

OR’7

RS R
Rg,o N’ﬁ_— {n
H O

™
L0 Ay

Nl
0

(57} Abstract: Compounds of the formula (1) including any possible sicreoisomers thereof, whercin: R is a monophosphate,
diphosphate or triphosphate cster: or R* is formula (I ot formula (TII), R is optionally substituted phenyl, optionally substituted

naphthiyl, or optionally substituted indoly!; R* and R®
cloalkyl, R’ is Ci-Cuoalkyl, Cs-Croycloalkyl,
Cealkyl is optionally substituted; or a pharmag
of compounds I as HCV inhibitors.

arc hydrogen, Ci-Cealkyl, benzyl, or phenyl; or R* and R® form C5-Crcy-
phenyl or phenyl-Ci-Cealkyl, wherein the phenyl moicty tn phenyl or phenyl-C -
eutically acceptable salt or solvate thereof; pharmaceutical formulations and the use
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WRITTEN CPINION OF THE . International application No.
INTERNATICONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2010056438

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
B the international application in the language in which it was filed

O atransiation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search {Rules 12.3(a) and 23.1 (b}).

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified 1o this Autharity under Rule 91 {Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucieotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. {means)
O on paper
O in electronic form

b. (time)
0 inthe international application as filed
O together with the international application in electronic form
{1 subsequently to this Authority for the purposes of search

4. O In addition. in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments;

Box No. Il Priority

1. O The validity of the priority cfaim has not been considered because the international Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1} is the ciaimed priority date.

2. [0 This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid {(Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

see separate sheet

Form PCTASA/237 {Aprit 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010056438

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1{a){i} with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1, Statement

Novelty (N} Yes: Claims 1-12
No: Claims

Inventive step {IS) Yes: Claims 1-12
No:  Claims

Industrial applicability {[A) Yes: Claims 1-12
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 {Apnl 2007}



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/056438

tem il
Priority
The priority is considered only partially valid as the priority document does not cover

the optional substitutents present on the Ry group when being a naphty! or indoly!.

Furthermaore, the fact that in claim 4, R7 may be substituted bytwo C1-C6 alkyl
groups, is not covered by the priority either.

Claims 7 (R® is ethyl) and claim 9 (R® is n butyl) are not covered by the priority either.

Re lem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1.  Novelty (Art. 33(2) PCT) :

The subject-matter of the present application concerns 5'O-modified 2'-spirooxetane
nucleosides.

Since none of the cited prior art discloses such compounds, the subject-matter of
claims 1-8 is considered new according to Art. 33(2) PCT.

2. Inventive step (Art. 33(3) PCT):

D1, which is considered to represent the closest prior art, discloses a series of "spiro-
nucleosides” among which 2'-spircoxetane uracil nucleoside, from which the subject-
matter of the invention differs by the fact that the claimed compounds are further
substituted on the 5'0 position by a prodrug.

D2-D4 disclose the same of similar prodrugs (coupled to anti HCV nucleosides) than
the one claimed in the application.

Thus, at first glance, the claimed subject-matter could appear a quite obvious
combination of D1 with any of D2-D4.

Nevertheless, D1 specifies on p. 3517 that the series of "spiro-nucleosides”-inciuding
2'-spirooxetane uracil nucleoside- are inactive as antivirals (against HIV).

Thus, this Authority is of the opinion that, although a man skilled in the art could
envisage the coupling of the nucleoside with a prodrug (as it is indeed quite obvious),
he would nevertheless not be motivated to do so because he would not envisage with
reasonable chances of success to obtain active anti HCV compounds.

Fosm PCT/ISA/Z37 [Separate Sheel) (Sheat 1) (EPO-Aprit 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/056438

Under such circumstances, the subject-matter of the present application is considered
inventive according to Art. 33(3) PCT.

Form PGTASA/237 {Separale Sheel) (Sheet 2} (EFQ-April 2005}
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Possible steps after receipt of the international search report (ISR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-1SA)

General
information

Amending claims

under
Art. 19 PCT

Fiting a demand
for international

preliminary
examinatign

Filing informal

comments

End of the
international
phase

Retevant PCT

Rules and more

information

BNSDOCID: «XS

_300704010CK | »

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-ISA Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WCO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/18A/220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

In principle, the WO-1SA will be considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. |f the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the |SR/WO-1SA or 22 months after priority
date, whichever expires later {Rule 54bis PCT). Amendments under Art,
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b} FCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-[SA will be transformed
by the IPEA into an IPRP {International Preliminary Report on Patentabifity)
which wouid merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can stili
be withdrawn {Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR/'WO-1SA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPO. These
will be communicated to the designated Offices together with the IPRP
(international Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Pleass also refer to the next box,

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will -

transtorm the WO-1SA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Cffices. The |PRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Nawsletter
12720083, OJ 11/2003, OJ 12/2003

%
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NUCLEOSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Compuestos de la férmula I

incluyendo cualquier estereoisémero posible de los mismos, en donde: R

es un éster monofosfato, difosfato o trifosfato; o R es

R’ es fenilo opcionalmente sustituido, naftilo opcionalmente sustituido, o
indolilo opcionalmente sustituido; R® y R¥ are hidrogeno, alquilo C1—Cs, bencilo, o
fenilo; o R® y R® forman cicloalquilo Cs—~C7;R® es alquilo C—Cig, cicloalquilo Cs—
C-, fenilo o fenil-alquilo C1—Cs, en donde la porcién fenilo en el fenilo o en el fenil-
alquilo Cy4—Cs estd opcionalmente sustituida, o una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable de los mismos; formulaciones farmacéuticas y el

uso de los compuestos | como inhibidores del VHC.

SECTOR: Industria farmabéutica, en particular compuestos que poseen un
heteroanillo el cual comparte un dtomo con un radical sacarido, especificamente
compartiendo el atomo de nitrogeno, siendo dicho heteroanillo una pirimidina que
posee dos grupos oxo directamente unidos al anillo, y estando el radical sacérido
esterificado por un acido fosforico o polifosfofico. Composiciones farmacéuticas

que contienen estos compuestos y que son Gtiles en la inhibicién de VHC.
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NUCLEQSIDOS ESPIRO OXETANICOS URACILICOS

Antecedentes de la invencion

Esta invencioén se relaciona con nucledsidos espiro oxetanicos uracilicos

que son inhibidores del virus de la hepatitis C (VHC).

VHC es un virus ARN de sentido positivo y de una sola hebra que
pertenece a la familia de virus Flaviviridae del género hepacivirus. La region NS5B
del poligen ARN codifica una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), que
es esencial para la replicacién del virus. Luego de la infeccion aguda inicial, ia
mayoria de los individuos infectados desarrolta hepatitis crénica dado que el VHC
replica preferentemente en los hepatocitos pero no es directamente citopatico. En
particular, la falta de una respuesta vigorosa del linfocito T y la alta propension del
virus para mutar parecen promover un altc indice de infeccién crénica. La
hepatitis crénica puede progresar hasta transformarse en fibrosis hepatica, lo cual
puede provocar cirrosis, enfermedad hepatica avanzada, y HCC (carcinoma
hepatocelular), 1o cual hace de ella la causa principal de los transplantes de
higado. Existen seis genotipos principales de VHC y mas de 50 subtipos, los
cuales se distribuyen geograficamente de manera distinta. El genotipo 1 de VHC
es el genotipo predominante en Europa y en los Estados Unidos. La
heterogeneidad genética extensa del VHC tiene implicancias diagnosticas y
clinicas importantes, lo cual explica tal vez las dificultades en ei desarrollo de

vacunas y la falta de respuesta a los tratamientos actuales.

La transmision del VHC puede ocurrir por contacto con la sangre o
productos de la sangre contaminada, por ejemplo después de una transfusion de
sangre o del uso intravenoso de farmacos. La introduccion de pruebas de
diagnostico utilizadas en la evaluacién de la sangre ha conducido a una tendencia

descendente en la incidencia del VHC posterior a la transfusion. Sin embargo,

2
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dado el avance lento de la enfermedad hepética avanzada, las infecciones
existentes continuaran representando un problema médico y econémico serio

durante décadas.

El tratamiento actual del VHC se basa en interferon—alfa (IFN—a) (pegilado)
en combinacién con ribavirin. Este tratamiento combinado produce una respuesta
virolégica sostenida en mas del 40% de los pacientes infectados con el genotipo
1 de VHC y en aproximadamente el 80% de los infectados con los genotipos 2 y
3. Ademas de la eficacia limitada del genotipo 1 de VHC, este tratamiento
combinado tiene importantes efectos secundarios y es poco tolerado por muchos
pacientes. Los principales efectos secundarios incluyen sintomas similares a los
de la gripe, anormalidades hematologicas y sintomas neurosiquiatricos. Por lo
tanto, existe la necesidad de tratamientos mas eficaces, convenientes y de mayor

tolerancia.

La experiencia con farmacos para el VIH, en particular con inhibidores de la
proteasa del VIH, ha ensefado que la farmacocinética sub-optima y los
regimenes complejos de dosificacion resultan rapidamente en fracasos
inadvertidos del cumplimiento. Ello a su vez significa que la concentracion durante
24 horas (concentracion minima en plasma) para los fArmacos respectivos en un
régimen de VIH cae frecuentemente por debajo del umbral de |Cgp 0 EDgo durante
gran parte del dia. Se considera que un nivel durante 24 horas de al menos la
ICs0, ¥ mas reaimente, la ICg 0 EDgo, es esencial para hacer mas lento el
desarrollo de los mutantes de escape a los farmacos. El logro de la
farmacocinética y el metabolismo de los farmacos necesarios para permitir dichos

niveles constituye un estricto desafio para el disefio de los farmacos.

La RdRp de NS5B es esencial para la replicacién del genoma ARN de VC

de sentido positivo y de una sola hebra. Esta enzima ha despertado un interés

ZZ
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significativo entre los quimicos farmacéuticos. Tanto los inhibidores nucledsidos y
no nucledsidos de NS5B son conocidos. Los inhibidores nucleésidos pueden
actuar como un exterminador de cadena o como un inhibidor competitivo, 0 como
ambos. Para ser activos, los inhibidores nucledsidos tienen que ser absorbidos
por la célula y convertirse in vivo en un trifosfato. Esta conversion en trifosfato
estd mediada normalmente por las cinasas celulares, que imparte otros requisitos
estructurales en un inhibidor nucledsido potencial de la polimerasa. Ademas ello
limita la evaluacién directa de los nucledsidos como inhibidores de la replicacion
del VHC a los ensayos que se basan en células capaces de la fosforilacion in

Situ.

Se realizaron varios intentos para desarrollar nucledsidos como
inhhibidores de la RdRp del VHC, sin embargo, si bien algunos compuestos han
ingresado en el desarrollo clinico, ninguno de ellos continué hasta el registro.
Entre los problemas que los nucleodsidos dirigidos al VHC han encontrado hasta la
fecha se encuentran la toxicidad, mutagenicidad, falta de selectividad, eficacia
escasa, biodisponibilidad escasa, regimenes de dosificacion sub—optimos y

cantidad alta de medicamentos y costo de la materia prima.

Existe la necesidad de inhibidores del VHC gue puedan contrarrestar las
desventajas de los tratamientos actuales del VHC tales como los efectos
secundarios, la limitada eficacia, la aparicion de la resistencia, y la falta de

cumplimiento, como asi también mejorar la respuesta viral sostenida.

La presente invencién se relaciona con un grupo de derivados de 1—(8-
hidroxi-7—{hidroxi-metil)—1,6—dioxaspiro[3.4Joctan-5-il)pirimidina—2,4—diona
inhibidores del VHC con propiedades Utiles relacionadas con unc o mas de los
siguientes parametros: eficacia antiviral, perfil favorable de desarrollo de [a

resistencia, falta de toxicidad y genotoxicidad, farmacocinética y farmacodinamica
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favorables y facilidad para la formulaciéon y administracién. Los nucledsidos espiro
oxetanicos, en particular 1-(2—-0,2-C-etano—p-D-ribofuranosilitimina y 1-—(2—
0,2-C—etano—p-D-ribofuranosiljuracilo se han descrito en Org. Biomol. Chem.,
2003, 3514-3526. Estos compuestos fueron probados contra el VIH, pero no se

5 ha encontrado actividad.

Los compuestos de la invencion también pueden ser interesantes por el

hecho de que carecen de actividad contra otros virus, en particular contra el VIH.

Los pacientes infectados con VIH a menudo padecen de otras infecciones como

10 la del VHC. El tratamiento de dichos pacientes con un inhibidor del VHC también

inhibe el VIH lo cual puede conducir a la aparicion de cepas resistentes del VIH.

Descripcion de la invencion

En un aspecto la presente invencién proporciona compuestos que pueden
15 representarse mediante la formula |

0

incluyendo cualquier esterecisomero posible del mismo, en donde:

R* es un éster monofosfato, difosfato o trifosfato; o R* es un grupo de

20 formula
r8 R¥ ?R7 ?RT
/O /P_" o P_
RO NIl RY N7
H O 0
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R es fenilo, opcionalmente sustituido con 1, 2, o con 3 sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de halo, alquilo C1—Cg, alquenilo
C3-Cs, alcoxi C1—Cs, hidroxi, y amino; o R’ es naftilo, opcionalmente sustituido
con 1, 2, o con 3 sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de
halo, alguilo C4—-Cg, alquenilo C3—Cg, alcoxi C1—Csg, hidroxi, y amino; o R es
indolilo, opcionalmente sustituido con un grupo Ci-Csalquiloxicarbonilo vy
opcionalmente ademas con 1, 2, o con 3 sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de halo, alquilo C4—Cs, alquenilo C3—Ceg,
alcoxi C1~Cg, hidroxi, y amino;

R® es hidrogeno, alquilo C+—Cs, bencilo, o fenilo;

R?¥ es hidrogeno, alquilo C1—Cs, bencilo, o fenilo; o

R® y R¥ junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman
cicloalquilo C5—C7;

R? es alquilo C1=Cyo, cicloalquilo C3~C7, fenilo o fenil-alquilo C1—Cg, en
donde la porcion fenilo en el fenilo o en el fenil-alquilo C—Cgs esta
opcionalmente sustituida con 1, 2 o 3 sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de hidroxi, alcoxi C1—Cg, amino, mono— y
dialquilamino C1—Csg;

o las sales o los solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de los compuestos de
formula 1, como se especifica en la presente, para inhibir el VHC.
Alternativamente, se proporciona el uso para la fabricacion de un medicamento de

un compuesto de formula |, como se especifica en la presente; para inhibir el

VHC.

El grupo ~NH-C(R®)(R®)-C(=0)- puede formar un residuo de aminoacido,
que incluye residuos de aminodcidos naturales y no naturales. Los mas

importantes son glicina (Gly) y dimetil glicina (Dmg). También son importantes

%
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aquellos residuos de aminoacidos en donde R¥ es hidrégeno. Mientras que en el
ultimo ejemplo R® no es hidrégeno, el residuo de aminoacido tiene un centro quiral
y la configuracion en el atomo de carbono asimétrico puede ser la de un L-
aminoacido. Los ejemplos incluyen residuos de alanina (Aia), valina (Val),
isoleucina (lle), &cido a—aminobutirico (ABA también denominado acido 2-
aminobutirico o etilglicina), fenilalanina (Phe) y fenilglicina (Phg), en particular L-
Ala, L-Val, L-lle, L-ABA, L-Phe y L-Phg. Un ejemplo de un residuo de
aminoacido en donde R® y R¥ junto con el atomo de carbono al que estan unidos
forman cicloalquilo C;—-C;, es el acido1,1-ciclopropilamino. De modo similar, el

grupo

- -
-~ -
- II’

0 forma un residuo de prolina, preferentemente un residuo de

L—prolina.

Los subgrupos de los compuestos de férmula | son aquellos compuestos de
formula |, o subgrupos de compuestos de férmula I, como se defina en la

presente, en donde R* es un grupo de férmula

Los subgrupos de compuestos de formula | son aquellos compuestos de
formula |, o subgrupos de compuestos de formula |, como se defina en la
presente, en donde:

(a) R’ es fenilo, opcionalmente sustituido con 1, 2, o con 3 sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de halo, alquilo C1-Cg, alquenilo
Ca—Cs, alcoxi C1—Cs, hidroxi, y amino; o R es naftilo, opcionalmente sustituido

con halo, alquilo C1—Cs, 0 alcoxi C1—Cs; 0 R’ es indolilo;
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(b) R’ es fenilo, opcionalmente sustituido con 1, con 2, o con 3
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de halo, alquile Cy—
Ce. alquenilo C3—Cs, alcoxi C1—Cs, hidroxi, y amino; o R” es naftilo; o R es
indolilo;

(c) R” es fenilo, opcionalmente sustituido con 1 o con 2 sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de halo, alquilo C,-Cs_ alguenilo
C3~Cs, alcoxi C4—Ce, hidroxi, y amino; o R’ es naftilo; o R es indolilo;

(d) R’ es fenilo, opcionalmente sustituido con 1 o con 2 sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de halo, alquilo C1-Cg, alquenilo
C3—Cs, alcoxi Cs—Ce, 0 R’ es nattilo;

(e) R" es fenilo, opcionalmente sustituido con halo o con 1 o 2 radicales
alquilo C1—Cs, o R” es naftilo;

() R’ es fenilo, halofenilo, dialquilfenilo C1~Ca, o naftilo;

(9) R es fenilo;

(h) R” es naftilo;

() R’ es 5—indolilo.

En una forma de realizacion R’ es indolilo, opcionalmente sustituido en su
atomo de nitrégeno con un grupo alquiloxi C1—Cs—carbonilo y opcionalmente en
sus atomos de carbono ademas con 1, 2, o con 3 sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de halo, alquilo C1-Cs, alquenilo C3—Cg, alcoxi

C1—Cs, hidroxi, y amino,

En otra forma de realizacioén, el grupo R” que es indolilo en los compuestos
de férmula | o cualquiera de los subgrupos del mismo, es 5-indolilo o el grupo R’
que es N-Ci-Cgalquiloxicarbonilindolilo es N-t.butiloxicarbonil-5—indolilo, en
particular N-t.butiloxicarbonil-5-indolilo. El grupo indolilo cuando esta unido en su

posicidn 5 puede representarse de la siguiente manera:

7



RTa
/

0
e / , en donde R™ es hidrogeno o C1—Cgalquiloxi—carbonilo, o

en particular R" es hidrégeno, C(~Caalquiloxicarbonilo, o mas en particular R™ es
hidrégeno o t.butiloxicarbonilo. En otra forma de realizacion, ! grupo indolilo en
los compuestos de formula | o cualquiera de los subgrupos de los mismos es 5—

5 indolilo (es decir, en donde R es hidrégeno).

Los subgrupos de los compuestos de formula | son aquelios compuestos de
formula |, o subgrupos de compuestos de férmula |, como se defina en la
presente, en donde

10 (a)R® es metilo y R? es metilo; o
(b}R® es hidrogeno y R¥ es fenilo, alquilo C1~Cg o alquilo C1—Cy, tal
como metilo, etilo, isopropilo o isobutilo. Los subgrupos de compuestos de
formula | son aquellos compuestos de férmula [, o subgrupos de compuestos

de formula |, como se defina en la presente, en donde la porcion

w6 RO
.0
15 0 es glicilo, dimetilglicilo, a—aminobutirilo, fenilglicina, isoleucilo,
alanilo, fenilalanil o valilo (respectivamente Gly, Dmg, ABA, Phg, lle, Ala, Phe

o Val; en particular L-ABA, L—Phg, L-lle, L-Ala, L-Phe o L-Val).

Los subgrupos de los compuestos de formula | son aquellos compuestos de
20 férmula |, o de subgrupos de compuestos de férmula |, como se defina en la
presente, en donde R® es hidrogeno, alquilo C—Cs, bencilo, o fenilo; y R¥ es

hidrégeno, alquilo C4-Csg, bencilo, o fenilo.
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Los subgrupos de los compuestos de férmula | son aquellos compuestos de
formula |, o subgrupos de compuestos de formula |, como se defina en la

presente, en donde

O O

H H
la porcion “\O&N\ tiene la estructura \O/“XN\
R® R¥ %6 'Re

en donde R® es hidrégeno y R¥ es hidrégeno, fenilo, alquilo C~Ce,
5 bencilo; o
R?® es hidrégeno y R® es hidrégeno o alquilo C1~Ce;
R® es hidrégeno y R¥ es alquilo C1-C»;

R® es hidrogeno y R® es metilo.

10 En una forma de realizacion R® y R¥ junto con el atomo de carbono al que
estan unidos forman cicloaiquilo C3—C+; 0 en particular forman cicloalquilo C3—Ca,

o en particular forman ciclopropilo.

Los subgrupos de los compuestos de férmula | son aquellos compuestos de
15 férmula |, o de subgrupos de compuestos de formula |, como se defina en la
presente, en donde
(a) R® es alquilo C1—Cs, bencilo, o fenilo opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de hidroxi,
alcoxi C1—Cg, amino, mono— y dialquilamino C1—Cs;
20 (b) R® es alquilo C1—Cg 0 bencilo;
(¢) R® es alquilo C1~Cs;
(d) R® es alquilo C1~Cg;
(e) R® es metilo, etilo, o t-butilo;
f) R® es cicloalquilo C3-Cs.

25
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Son interesantes los compuestos 12a, 12b, 12¢, 12d, 12e, 12f, 129, 12h,
12i, 12j, 12k, 121, 12m mencionados en la seccidon “Ejemplos” como asi tamb'ién
las sales de adicibn de acido farmacéuticamente aceptables de estos
compuestos. De particular interés son los compuestos 12a, 12¢, 12d y 12k, ya
sea en forma libre (es decir, no en forma de sal) de estos compuestos o sales de

adicién de acido farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos de férmula | tienen varios centros de quiralidad, en
particular en los atomos de carbono 1', 3', y 4'. Si bien la estereoguimica de estos
adtomos de carbono es fija, los compuestos pueden exhibir al menos 75%,
preferentemente al menos 90%, como por ejemplo mas de 95%, o de 98%, de

pureza enantiomérica en cada uno de los centros quirales.

La quiralidad también puede estar presente en los sustituyentes, tal como

en donde R* es

, que puede tener quiralidad en el carbono que porta R®
(en donde R® y R¥ son diferentes) y en el atomo de fésforo. El centro de fosforo
puede estar presente como Rp o Sp, 0 una mezcla de dichos estereoisdmeros,
incluyendo racematos. También pueden existir los diasterecisémeros que resuitan

del centro quiral de fésforo y un atomo de carbono quiral.

En otro aspecto, la invencién proporciona un compuesto de férmula | o una

sal, un hidrato o un solvato del mismo farmacéuticamente aceptable, para
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utilizarse en el tratamiento o la profilaxis (o la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento o la profilaxis) de una infeccidon por VHC. Los genotipos
representativos de VHC en el contexto del tratamiento o la profilaxis segun la
invencién incluyen el genotipo 1b (prevalente en Europa) o 1a (prevalente en
América del Norte). La invencién también proporciona un método para el
tratamiento o la profilaxis de una infeccién por VHC, en particular del genotipo 1a

o 1b.

Los compuestos de férmula | se representan como un estereoisomero
definido, excepto por el esterecisomerismo del atomo de fésforo del grupo
fosforamidato. La configuracién absoluta de dichos compuestos puede
determinarse mediante métodos conocidos en la técnica tales como, por ejemplo,
difraccion de rayos X o RMN y/o implicacion de materiales de partida de
estereoquimica conocida. Las composiciones farmacéuticas segin la invencién
comprenderan preferentemente formas puras del esterecisémero indicado del

compuesto particular de férmula |.

Las formas estereoisoméricas puras de los compuestos y productos
intermedios mencionados en la presente se definane como isomeros
sustancialmente libres de otras formas enantioméricas o diastereoméricas de la
misma estructura molecular basica de dichos compuestos o productos
intermedios. En particular, el término “estereoisomeéricamente puro” se relaciona
con compuestos o productos intermedios que tienen un exceso esterecisomeérico
de al menos 80% (es decir, un minimo de 90% de un isdmero y un maximo de
10% de los otros isdmeros posibles) hasta un exceso esterecisomérico de 100%
(es decir 100% de un isdbmero y nada del otro), mas en particular, los compuestos
0 productos intermedios que tienen un exceso estereoisomérico de 90% hasta
100%, aun mas en particular que tienen un exceso estereoisomeérico de 94%

hasta 100% y mas en particular que tienen un exceso esterecisomérico de 97%

v
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hasta 100%, ¢ de 98% hasta 100%. Los términos “enantioméricamente puro” y
“diastereoméricamente puro” deben interpretarse de modo similar, pero en

relacion al exceso enantiomérico, y al exceso diastereomérico, respectivamente,

de la mezcla en cuestion.

Las formas esterecisoméricas puras de los compuestos y productos
intermedios de esta invencién pueden obtenerse mediante la aplicacion de
procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los enantibmeros pueden
separarse uno de ofro mediante cristalizacién selectiva de sus sales
diastereoisoméricas con acidos o bases optimamente activos. Ejemplos de los
mismos son el acido tartarico, acido dibenzoiltartarico, acido ditoluoiltartarico y
acido camfarsulfonico. Alternativamente, los enantibmeros pueden separarse por
técnicas cromatograficas usando capas estacionarias quirales. Dichas formas
estereoquimicamente isoméricas puras también se pueden deriver de las
correspondientes formas estereoquimicamente isoméricas puras de los materials
de partida adecuados, siempre que la reaccién ocurra estereoespecificamente.
Preferentemente, si se desea un estereocisémero especifico, dicho compuesto se
sintetiza por métodos estereoespecificos de preparacion. Estos métodos

emplearan convenientemente materiales de partida enantioméricamente puros.

Los racematos diastereoméricos de los compuestos de férmula | pueden
obtenerse separadamente mediante métodos convencionales. Los métodos
adecuados de separacioén fisica que pueden emplearse de manera conveniente

son, cristalizacion y cromatografia selectiva, por €j. cromatografia en columna.

Las sales de adicién farmacéuticamente aceptables comprenden formas de
sales de adicidn de base y de acido no tdxicas y terapéuticamente activas de los

compuestos de férmula |. Especiaimente interesantes son las formas libres, es
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decir, no las formas de sal, de los compuestos de formula |, o de cualquier

subgrupo de compuestos de férmula | especificados en la presente.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables pueden

obtenerse de manera conveniente tratando la forma base con un dicho acido

“adecuado. Los 4cidos adecuados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos

tales como los hidracidos, por ej. acido clorhidrico o bromhidrico, sulfdrico, nitrico,
fosforico y acidos similares; o acidos organicos tales como por ejemplo, acetico,
propiénico, hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxdlico (es decir etanodioico),
malénico, succinico (es decir 4cido butanodioico), maleico, fumérico, malico (es
decir 4cido hidroxibutanodioico), tartarico, citrico, metanosulfonico, etanosulfénico,
bencenosulfonico, p-toluenosulfénico, cicldmico, salicilico, p—aminosalicilico,
pamoico y &cidos similares. Por el contrario, dichas formas de sal pueden
convertirse mediante tratamiento con una base adecuada en una forma de base

libre.

Los compuestos de férmula | que contienen un protdn acido también
pueden convertirse en sus formas de sal de adicién de amina o metal no toxicas
mediante tratamiento con bases organicas e inorganicas adecuadas. Las formas
de sal de base adecuadas comprenden, por ejemplo, las sales de amonio, las
sales de metal alcalino y de metal alcaiino térreo, por ej. las sales de litio, sodio,
potasio, magnesio, calcio y similares, sales con bases organicas, por €j. las sales
de benzatina, N-metil-D—glucamina, hidrabamina, y sales con aminoacidos tales

como, por ejemplo, arginina, lisina y similares.

El término “solvatos” abarca cualquier solvato farmacéuticamente aceptable
que puedan formar los compuestos de formula | como asi también las sales de la
misma. Dichos solvatos son por ejempio hidratos, alcoholatos, por ej. etanolatos,

propanolatos, y similares.

A%
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Algunos de los compuestos de formula | también pueden existir en su forma
tautomérica. Por ejemplo, las formas tautoméricas de grupos amida (-C(=0)-
NH-) son iminoalcoholes (-C(OH)=N-), que pueden estabilizarse en anillos con
caracter aromatico. La base uridina es un ejemplo de dicha forma. Tales formas,
si bien no se indican explicitamente en sus formulas estructurales representadas

en la presente, estan incluidas dentro del alcance de la presente invencidn.

Segun se utiliza en la presente " alquilo C1—C4" como un grupo o parte de
un grupo define radicales hidrocarburos de cadena recta o ramificada que tienen
de 1 a 4 atomos de carbono tales como por ejemplo metilo, etilo, 1-propilo, 2—
propilo, 1-butilo, 2-butilo, 2-metil~1-propilo, 2-metil-2—propilo. "Alquilo C1-Cs "
comprende los radicales alquilo C4—C, y los homolgos mas altos de los mismos
que tienen 5 o 6 atomos de carbono tales como, por ejemplo, 1—pentilo, 2—pentilo,
3—pentilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 2-metil-1-butilo, 2-metil-1-pentilo, 2—etil-1-butilo,
3-metil-2—pentilo, y similares. Especialmente intervente de los alquilo C1-Cs es
alquilo C4~C4. "Alquilo C~C4¢" comprende los radicales alquilo C1—Cs vy los
homoélogos mas altos de los mismos que tienen 7, 8, 9 o 10 atomos de carbono
tales como, por ejemplo, heptilo, 2-heptilo, 3—heptilo, 2—metilhexilo, octilo, 2~
octilo, 3—octilo, nonilo, 2-nonilo, 3—-nonilo, 2-butiipentilo, decilo, 2—decilo, y
similares. Especialmente intervente de los alquilo C1—C1g es alquilo C1—Cs, alquiio

C1—C; define metilo y etilo.

‘Alcoxi C1~Cs' significa un radical —O- alquilo C4+—Cg en donde alquilo C{—Cs
es como se ha definido mas arriba. Los ejemplos de alcoxi C{—Cg son metoxi,

etoxi, n—propoxi, o iISopropoxi.

“Cicloalquilo C3—C¢" incluye ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y

ciclohexilo. Especialmente interesante es ciclopropilo.

34
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E! término “alquenilo C;—Cg” como un grupo o parte de un grupo define
radicales hidrocarburos de cadena recta o ramificada que tienen enlaces
carbono—carbono saturados y al menos un enlace doble, y que tienen de 3 a 6
atomos de carbono, tales como, por ejemplo, 1—propenilo, 2-propenil (o alilo}, 1-

S butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-metil-2—propenilo, 2—pentenilo, 3—pentenilo, 2-
hexenilo, 3-hexenilo, 4-hexenilo, 2-metii-2-butenilo, 2-metil-2—pentenilo y
similares. Especialmente interesante de alquenilo C3—Cgs es alquenilo C3—Ca.
Especialmente interesante de alquenilo C3—Cs 0 alquenilo C3-C4 son aquelios
radicales que tienen un enlace doble.

10

El término ‘halo’ es genérico para fluoro, cloro, bromo y iodo.

En una forma de realizacién, el término “fenil-alquilo C+—Cs” es bencilo.

Segulin se utiliza en la presente, el término ‘(=0)’ u ‘oxo’ forma una porcion
15 carbonilo cuando esta unido a un atomo de carbono. Debe notarse que un atomo
puede solo sustituirse con un grupo oxo cuando la Valencia de dicho atomo asi lo

permite.

El término "éster monofosfato, difosfato o trifosfato " se refiere a los grupos:

0 o) o o) 0
l I l i |
—-0—P—OH ——O—IT—O—-ET——OH - -—-O—IT-—O—T—-O——T—OH
20 OH OH  OH OH OH  OH

Cuando no se especifica Ila posicion de un radical en una porcién molecular

(por ejemplo un sustituyente en fenilo) o se representa mediante enlaces
suspendidos, dicho radical puede ubicarse en cualquier &tomo de dicha porcion,
siempre que la estructura resultante sea quimicamente estable. Cuando esta

25 presente una variable mas de una vez en la molécula, cada definicion es

independiente.

Y
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Cuando se utiliza en Ia presente, el término ‘compuestos de férmula I, o
los presentes compuestos’ o términos similares, se pretende inciuir a los
compuestos de férmula |, incluyendo las formas estereoquimicamente isoméricas

posibles, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

La presente invencién también incluye compuestos de férmula | o cualquier
subgrupo de férmula | marcados con is6topos, en donde uno o mas de los atomos
se reemplaza con un isotopo que difiere de ell los que se encuentran
normalmente naturalmente. Ejemplos de dichos isétopos incluyen isétopos de
hidrogeno, tales como 2H y °H; carbono, tales como ''C, °C y 'C; nitrogeno, tales
como PN y ®N: oxigeno, tales como '°0, 170 y %0; fosforo, tales como *'P y %P,
azufre, tales como 35S; fltor, tales como '®F; cloro, tales como *°Cl; bromo tales
como "°Br, "°Br, 'Br y #Br; y iodo, tales como 2, 24, 1y "I, Los compuestos
de la invenciébn marcados con isétopos pueden prepararse mediante procesos
analogos a los descritos en la presente usando los reactivos o materiales de
partida marcados con is6topos adecuados, o mediante técnicas conocidas. La
eleccion del isdtopo incluido en el compuesto marcado con isétopo depende de la
aplicacion especifica de dicho compuesto. Por ejemplo, para ensayos de
distribucion de tejidos se incorpora un isétopo radiactivo tal como *H 0 '*C. Parala
saplicaciones con radioimagentes, sera Util un isétopo que emita positrones tal
como "'C, ®F, >N o . La incorporacién de deuteric puede proporcionar una
mayor estabilidad metabélica, lo cual produce, por ej. un aumento de la vida

media in vivo del compuesto o reduccién de la dosis requerida.

Procedimientos de sintesis

El material de partida 1-[{4R,5R,7R,8R)-8-hidroxi—7—(hidroximetil}-1,6—
dioxaspiro[3.4]Joctan-5—il]pirimidina-2,4(1H,3H)—diona 10 puede prepararse de la
siguiente manera. El producto intermedio 4 puede obtenerse cmo se describe en

Org. Lett., 2007, 9, 3009-3012 y se hace reaccionar con bromuro de alilmagnesio

&
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para el producto intermedio 5. El grupo hidroxi del ultimo benzoilado con cloruro
de benzoilo en presencia de una ba;se, por ejemplo una trialquilamina tal como
trietilamina, o N,N-dimetilpiridin~4—amina (DMAP), produciendo asi el producto
intermedio 6. Este ltimo producto intermedio se activa con acido de Lewis; en
particular con SnCls, y se hace reaccionar con un uracilo sililado, que se obtiene,
por ejemplo haciendo reaccionar uracilo con N, O-bis[Trimetilsililjacetamida (BSA).
Esta reaccion proporciona el producto intermedio 7 en el cual el doble enlace del
grupo alilo es oxidado con tetradxido de osmio en presencia de periodato para dar
un aldehido, que posteriormente es reducido al alcohol 8 correspondiente. La
mesilacién del Gltimo con cloruro de mesilo en presencia de una base, por
ejemplo piridina, seguida de tratamiento con una base fuerte tal como hidruro de
sodio produce la formacién de oxetano. La eliminacion de los grupos bencilo en 9,
por ej. con hidrogeno en presencia de un catalizador de metal noble, por ej.
hidréxido de paladio, proporciona el producto intermedio 10. El dltimo puede
hacerse reaccionar con un éster de acido fosforamidocloridico 11a o 11b en

presencia de una base, por ). N-metilimidazol (NMI).

Ra Re' ?R? ?RT

o) _P—Cl __.O _P—ClI
R® \[R/\N il R® \“QN f
5 H O o O

11a 0 11b

l.as reacciones descritas anteriormente se ilustran en el siguiente esquema.

-
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TBAI, BnCl,
HOY?,,.()\ NaH BnO/\G,.o\ sSnCl,

HO 6H BnO  OBn
1 2
Bn(f\(_‘i?..\o\ Dess-Martin B”OYX"‘O\ BMo~
BrO OH BnO O
4
3
BzCl 0 / .
BnO OG..O. base e 1) Uracil, BSA,
AN BnO S SnCly -
Bné E)H BnO OBz 2} NaMeO, MeOH
L 6
= O
/
O »N.__NH
w ) NalO, 0sO, Bno \__| lr
o] S A
BO  OH 2) NaBH, BnO OH OH
8
0
Y/
O:< g catalizad O N
1) MsCl, base o g
_2-)———'-—.- BnO —_— s %
. b HO C
base fusrte BnO 9 10 O

El éster de acido fosforamidocloridico 11a o 11b puede prepararse
haciendo reaccionar un alcohol 1a con POCI; en presencia de una base,
obteniendo asi bicloruro de fosforilo 1b, que ademds se hace reaccionar con el

aminoacido 1c o 1d.
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RS R® r8 R® OR?
POCI cl, _ g.o\”)( 1e QO\RQ P=Cl
R7-OH : A R NH2 R No
base 27 Cl 8]
1a 11a
ib
o o
N~ ~COOR? R9‘07§DN’E—C'
H 0
11b

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de foérmula | como se especifica en la presente, y un portador
farmacéuticamente aceptabie. Dicha composicién puede contener de 1% a 50%,
o de 10% a 40% de un compuesto de formula | y el resto de la composicidn es
dicho portador. Una cantidad terapéuticamente eficaz en este contexto es una
cantidad suficiente para actuar de modo profilactico contra una infeccién por VHC,
para inhibir el VHC, para estabilizar o reducir la infeccién por VHC, en sujetos
infestados o sujetos que corren riesgo de infectarse. En audn otro especto, esta
invencidbn se relaciona con un proceso para preparar una composicion
farmacéutica como se especifica en la presente, que comprende mezclar bien un
portador farmacéuticamente aceptable con una cantidad terapéuticamente eficaz

de un compuesto de formula I, como se especifica en la presente.

Los compuestos de formula | o de cualquier subgrupo de los mismos
pueden formularse en distintas formas farmacéuticas para la administracion.
Como composiciones adecuadas pueden mencionarse todas las composiciones
que se emplean habitualmente para la administracién sistémica de farmacos.
Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, se combina en
una mezcla una cantidad eficaz del compuesto particular, opcionalmente en forma
de sal de adicion o complejo de metal, como ingrediente activo con un portador
farmacéuticamente aceptable, portador que puede tener distintas formas

dependiendo de la forma de preparacién deseada para la administracion. Estas



10

15

20

25

-20-

composiciones farmacéuticas son convenientes en formas unitarias de
dosificacién adecuadas, particularmente, para la administracidon oral, recta!
percutanea, o para inyeccién parenteral. Por ejemplo, para la preparacion de las
composiciones en forma de dosificacion oral, se puede emplear cualquiera de los
medios farmacéuticos usuvales tales como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como
suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones y soluciones; o portadores sdlidos
tales como almidones, azUcares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes
desintegrantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos.
Dada la facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan
las formas unitarias de dosificacibn mas convenientes, en cuyo caso se usan
obviamente los portadores farmacéuticos soélidos. Para las composiciones
parenterales, el portador comprendera habitualmente agua esterilizada, al menos
en su mayor parte, aunque se pueden incluir otros ingredientes para mejorar la
solubilidad. Las soluciones inyectables, por ejemplo, se pueden preparar
utiizando un portador que comprenda una solucién salina y una solucion de
glucosa. Las suspensiones inyectables también se pueden preparar utilizando
portadores liquidos adecuados, agentes de suspension y similares. También se
incluyen preparaciones de forma sélida para convertirse, inmediatamente antes
del uso, en preparaciones de forma liquida. En las composiciones que son
adecuadas para la administracién percutanea, el portador puede comprender
opcionalmente un agente que mejore la penetracion y/o agentes humidificantes
adecuados, combinados opcionalmente con proporciones menores de aditivos
adecuados de cualquier naturaleza y que no provoguen un efecto nocivo
significativo a la piel. Los compuestos de la presente invencion también pueden
administrarse por inhalacién ¢ insuflacion oral en forma de solucion, suspensién ¢

polvo seco utilizando cualquier sistema de aplicacion conocido en la técnica.

AD
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Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas
antes mencionadas en formas unitarias de dosificacion debido a su facilidad para
la administracion y a la uniformidad de dosificacion. "Forma unitaria de
dosificacién”, como se usa en la presente, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificacion unitaria, cada unidad contiene una
cantidad predeterminada de ingrediente activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en combinacién con el portador farmacéutico necesario.
Ejemplos de dichas formas unitarias de dosificacion son los comprimidos
(incluyendo comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pildoras, paquétes
coh polvo, obleas, soluciones o suspensiones inyectables, y similares, y

compuestos segregados de l0s mismos.

Los compuestos de férmula | muestran actividad contra el VHC y pueden
utilizarse en el tratamiento y la profilaxis de una infeccion de VHC o enfermedades
asociadas con VHC. Estas dltimas pueden incluir fibrosis hepatica progresiva,
inflamacién y necrosis que pueden provocar cirrosis, enfermedad hepatica
avanzada y HCC. Ademas se cree que algunos compuestos de esta invencion
son activos contra cepas mutadas del VHC. También cualquier de los compuestos
de esta invencidn muestran un perfil farmacocinética favorable y tienen bue_'nas
propiedades en términos de biodisponibilidad, incluyendo una vida media
aceptable, una AUC (area debajo de la curva, por sus siglas en inglés) y valores
de los picos aceptables mientas que a su vez carecen de fendémenos

desfavorables tales como inicio rapido insuficiente y retencion de los tejidos.

lLa actividad antiviral in vitro contra VHC de los compuestos de formula |
puede evaluarse en un sistema celular de replicas de VHC basado en Lohmann et
al. (1999) Science 285:110-113, con ofras modificaciones descritas por Krieger et
al. (2001} Journal of Virology 75: 4614-4624 (incorporado a la presente como

referencia), que se ejemplifica ademas en la seccidén Ejemplos. Este modelo, si
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bien no es un modelo completo de infeccién para VHC, es ampliamente aceptado
como el modeio mas robusto y eficiente de replicacion auténoma del ARN del
VHC actualmente disponible. Como se podra aprecirar, es importante distinguir
entre los compuestos que interfieren especificamente con fas funciones del VHC
de los que ejercen efectos citotoxicos y citostaticos en el modelo de replicon del
VHC y como consecuencia provoca una disminucion en el ARN det VHC o en la
concentracion de enzima indicadora unida. En el campo se conocen los ensayos
para la evaluacion de la citotoxicidad celular en base por ejemplo a la actividad de
las enzimas mitocondriales usando tintes fluorogenicos tales como resazurin.
Ademas, existen antagonistas celulares para la evaluacion de la inhibicién no
selectiva de la actividad del gen indicador unido, tales como la luciferasa de las
luciernagas o firefly luciferase. Los tipos adecuados de células pueden equiparse
con una transfeccién estable con un gen indicador de luciferasa cuya expresion
depende de un gen promotor constitutivamente activo, y dichas células pueden

utilizarse como un antagonista para eliminar los inhibidores no selectivos.

Debido a sus propiedades anti-VHC, los compuestos de formula l,
incluyendo cualquier estereocisébmero posibie, sales o solvatos de los mismos
farmacéuticamente aceptables, son Utiles en el tratamiento de animales de sangre
caliente, en particular seres humanos, infectados con VHC, y en la profilaxis de
infecciones por vHC. Los compuestos de la presente invencion pueden entonces
utilizarse como medicamentos, en particular como un medicamento anti-VHC o
inhibidor de VHC. La presente invencion también se relaciona con el uso de los
presentes compuestos para ia fabricacion de un medicamento para el tratamiento
o la prevencién de una infecciéon por VHC. En otro aspecto, la presente invencién
se relaciona con un metodo para tratar un animal de sangre caliente en particular
un ser humano, infectado con VHC, o que se encuentra en riesgo de infectarse
con VHC, método que comprende la administracion de una cantidad anti~VHC

eficaz de un compuesto de férmula |, como se especifica en la presente. Dicho

47
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uso como medicamento o método de tratamiento comprende la administracion
sistémica a sujetos infectados con VHC o a sujetos susceptibles de infectarse con
VHC de una cantidad eficaz para combatir los trastornos asociados con la

infeccion por VHC.

En genera! se considera que una cantidad antiviral diaria eficaz seria de
aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg, o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 175 mglkg, o de aproximadamente 10 a aproximadamente
150 mg/kg, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 100 mg/kg, o de
aproximadamente 50 a aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal. Las dosis
diarias promedio pueden obtenerse multiplicando estas cantidades diarias por
aproximadamente 70. Puede ser apropiado administrar la dosis requerida. Puede
ser conveniente administrar la dosis requerida como dos, tres, cuatro 0 mas sub-
dosis en intervalos adecuados durante el dia. Dichas sub~dosis pueden
formularse como formas unitarias de dosificacion, por ejemplo, que contengan de
aproximadamente 1 a aproximadamente 5000 mg, o de aproximadamente 50 a
aproximadamente 3000 mg, o de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000
mg, o de aproximadamente 200 a aproximadamente 600mg, o de
aproximadamente 100 a aproximadamente 400 mg de ingrediente activo por

forma de dosificacion unitaria.

Segin se utiliza en la presente el término “aproximadamente” tiene el
significado que el experto en la técnica conoce. En ciertas formas de realizacion el
término “aproximadamente” puede obviarse y se hace referencia a la cantidad
exacta. En otras formas de realizacion el término “aproximadamente” significa que
el numero que sigue al término “aproximadamente” esta en el rango de + 15%, o

de £ 10%, o de + 5%, o de = 1%, de dicho valor numerico.

93
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Ejemplos
Los siguientes esquemas tienen la intencidn de ilustrar y de ningan modo

limitan el alcance de la invencién.

5 El analisis LC-MS se realiza utilizando uno de los siguientes métodos. Los

datos de RMN se registraron en un espectrémetro Bruker de 400MHz.

Condicion A de HPLC

Sisterna: Waters Alliance 2695

Columna: Waters XTerra 2,5um 4,6 x 50mm,; Temp. de columna.: 55°C;
10 Flujo: 2mL/min

Fase movil A: 10 mM acetato de amonio + HCOOH 0,1% en H;O

Fase movil B: CHLCN

Tiempo %A %B

0,00 85 15
15 3,00 5 9%
4,20 ) 95

430 85 15

5,40 86 15

20 Condicién B de HPLC

Sistema: Waters Alliance 2695

Columna: Hypercarb 3u 4,6 x 50mm; Temp. de columna.. 50°C; Flujo:

2mbL/min

Fase moévil A: 10 mM acetato de amonio en H,O/CHJCN 1/9

25 Fase movil B: 10 mM acetato de amonio en H,O/CH1CN 9/1
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Tiempo %A %B
0,00 0 100
3,00 100 O
420 100 O
4,30 0 100

540 0 100

Ejiemplo  1:  (2S,3R,4R,5R)-3-allilo<4—{benciloxi)-5-(benciloximetif}-2-

metoxitetrahidrofuran-3-ol (5)

Bno/\C_%d\o\ Bng\/\\} BnO 0 ..\O\

BnG O BnG  OH
4 5

Bajo una atmosfera de argon, se agregd a una solucion de 4 (obtenida
como en Org. Lett., 2007, 9, 3009-3012) en tetrahidrofurano seco (THF; 400 mL)
a ~78°C, bromuro de aliimagnesio (400 mLt, 400 mmotl; 1,0 M en dietiléter). Luego
de agitar la mezcla de reaccion a ~78°C durante 4 horas, se dejé agitar la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccidon se detuvo
cuidadosamente con cloruro de amonio acuoso saturado. La mezcla se extrajo
con diclorometano, y la capa organica se lavé con salmuera. El solvente se
elimind, y el residuo se purificd por cromatografia sobre gel de silice (600 g silice),
con elucion por gradiente con 15% a 20% de acetato de etilo en hexano para dar
el producto de reaccion 5§ como un aceite incoloro (32.9 g, 70%).

Condicién A de HPLC, Tr: 2,97 min, m/z = 402 (M+NH,)*. '"H RMN (400
MHz, CDCI3) & ppm 7,38-7,20 (m, 10H), 5,84-5,97 (m, 1H), 5,12 (d, 1H, J = 10,2
Hz), 5,01 (d, 1H, J= 17,2 Hz), 4,74 (d, 1H, J = 12,3 Hz), 4,56 (s, 1H), 4,534,40
(m, 3H), 4,054,111 (m, 1H), 3,32-3,53 (m, 4H), 3,44 (s, 3H), 2,37 (dd, 1H, J =
14,3, 6,7 Hz), 2,25 (dd, 1H, J = 14,3, 7,6 Hz).

4>
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Eiemplo 2: Benzoato de (25,3R 4R 5R)-3-ali—4—(benciloxi)-5-

(benciloximetil)-2-metoxitetrahidrofuran-3-ilo (6)

BzCl, DMAP, /
Bno” L0 ~O_ NEt; 0,..0
Bnom
BnO  OH — BnO OBz
5 6

A una solucién de § (26,6 g, 69,2 mmol) en diciorometano seco (500 mL) a
temperatura ambiente, se agregaron N,N—dimetilpiridin~4—amina (DMAP; 2,113 g,
17,30 mmol), trietilamina (217 mL, 1557 mmo!) y cloruro de benzoilo (18,05 mL,
156 mmol). Luego de 1 hora, se agregd mas cloruro de benzoilo (6 mL) y DMAP

(2.1 g). La mezcla se agité durante 5 dias.

Luego se agitd la mezcla de reaccion con HCI 1 N y se extrajo con dicloro-
metano. Las capas organicas se combinaron y se lavaron con NaHCO; acuoso
saturado seguido de saimuera. Luego del secado con MgSQ,, la filtracion vy la
evaporacion de los volétiles, el residuo se purificé con cromatografia en columna
(400 g silice) eluyendo con heptano a 15% de acetato de etilo en heptano para
dar el producto de la reaccién como un aceite (como una mezcla con el
compuesto 5). La mezcla se purificé nuevamente con CH,;Cl; como eluyente
(400 g de silice). Se recogieron las fracciones puras y se obtuvo el producto
intermedio 6 como un aceite incoloro (13,05 g, 39 %). Condiciéon A de HPLC, Tr:
3,41 min, m/z = 457 (M~OMe)". 'H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 8,1 (d, 2H, J =
7,9 Hz), 7,68-7,28 (m, 13H), 5,84-5,77 (m, 1H), 5,12 (d, 1H, J = 16 Hz), 4,95 (d,
tH, J = 16 Hz), 4,82 (d, 1H, J = 12,3 Hz), 4,56 (d, 1H, J = 12,3 Hz), 4,48 (d, 1H, J
= 11,6 Hz), 4,40 (d.1H, J = 11,6 Hz), 4,2 (m, 1H), 3,85 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 3,53 (d,
1H, J = 10,8 Hz), 3,7 (s, 3H), 3,45 (dd, 1H, J = 10,8, 6,2 Hz), 3,25 (dd, 1H, J =
15,5, 7,3 Hz), 2,45 (dd, 1H, J = 15,5, 7,3 Hz).

44
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Ejemplo 3: 1-[(2R,3R,4R,5R)~3~allilo—4-(benciloxi)~5—(benciloximetil)~3~

hidroxitetrahidrofuran—2—ii]pirimidina—2,4(1H,3H)—diona (7)

/ N0

0
8nG 0 1) Uracil, BSA, SnCl, O ~N_ _NH
n [ = BnO \g/

Bn0 OBz 2) NaMeO, MeOH BnG OH ‘=

6 7

Se agregd bis(trimetilsilii)acetamida (BSA; 29.2 mL, 118 mmol) a una
mezcla de 6 (14,0 g, 23,1 mmol) y uracilo (5,99 g, 53,4 mmol) en acetonitriio
anhidro (300 mL). La mezcla de reaccidén se sometié a reflujo durante 1 hora y la
éolucién transparente se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se agregé gota a
gota cloruro de estafio (11,55 mL, 99 mmol) a temperatura ambiente y la mezcia
se agitd durante 1 hora. La mezcla se agitdé luego a reflujo durante 1,5 hora y
nuevamente se enfrid a temperatura ambiente. Se agregd acetato de etilo
(250 mL), seguido de NaHCO; acuoso saturado (250 mlL) y la mezcla se agitd
durante 15 minutos. Luego de !a filtracion con Celite, la capa organica se separd y
se lavé con NaHCO; acuoso (250 mL). La capa acuosa combinada se exirajo con
acetato de etilo (250 mL) y la capa organica combinada se sec6d (MgSQy,), filtré y
evaporé a sequedad bajo presion reducida. El aceite amarillo resultante se
disolvid en metanol y se agregd metanolato de sodio al 25% (25 mL). La
agitacién continud durante toda la noche. Se agregdé mas metanolato de sodio al
25% (15 mlL) y la agitacion continud durante toda la noche. Se agreg6 acido
acético (30 mL) y el solvente se eliminé. E! residuo se purificé por cromatografia
en columna con heptano/ acetato de etilo 50:50 a acetato de etilo 100%. Se
obtuvo el producto intermedio 7 (9,38 g, 76%) como un aceite incoloro. Condicion
A de HPLC, Tr: 2,49 min, m/z = 465 (M+H)", '"H RMN (400 MHz, CDCl,) & ppm
8,39 (1H, NH), 7,75 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 7,22-7,43 (m, 10H), 6,05 (s, 1H), 5,71-
5,84 (m, 1H), 5,35 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 5,00-5,11 (m, 2H), 4,70 (d, 1H, J= 11,5 Hz),

4,53 (d, 1H, J= 11,5 Hz), 4,47 (d, 1H, J= 11,1 Hz), 4,47 (d, 1H, J= 11,1 Hz), 4,11-

4
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4,16 (m, 1H), 4,04 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 3,81-3,87 (m, 1H), 3,45-3,52 (m, 1H), 3,17
(bs, OH), 2,15-2,33 (m, 2H).

Ejemplo_4: 1-[(2R,3R,4R,5R)-4—(benciloxi)-5—(benciloximetil)-3-hidroxi-

5  3—(2-hidroxietil)tetrahidrofuran—2-ilJpirimidina—2,4(1H,3H)—diona (8)

= O = O

NH
BnO T 1 NalO,,0s0, BnG 72/
BnO OH “"'-~ 2) NaBH4 BnO OH OH

7

A una solucidn agitada de 7 (7,8 g, 16,79 mmol) en una mezcla de THF (10
mb) y HO (10 mL) se agregd periodato de sodio (11,17 g, 52,2 mmol) seguido de
tetroxido de osmio(VIll} (2 mL, 2,5 piv % en ter-Butanol, 0,168 mmol) y la

10 agitacion continud durante 2 hora a temperatura ambiente. Se agregé agua (100
mL) y la extraccién se realizé con acetato de etilo (2x50 mL). La capa organica se
lavo con NaHCO; acuoso saturado (2x30 ml). La capa acuosa combinada se
extrajo con acefato de etilo y la capa organica combinada se secd (NaSQy), filtrd
y evapord a sequedad bajo presion reducida. El residuo aceitoso se disolvié en

15 una mezcla de THF (100 mL) y H,0 (20 mL) y se agregé borohidruro de sodio
(1,361 g, 36,0 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé durante toda la noche a
temperatura ambiente, se agregd agua (100 mL) y se realizd la extraccion con
acetato de etilo (2x50 mL). La capa organica combinada se lavé con NaHCO;
acuoso saturado, la capa acuosa combinada se extrajo con acetato de etilo, y la

20 capa organica combinada se secd (Na,SOy), filtré y evapordé a sequedad bajo
presion reducida. El residuo aceitoso obtenido se purificé por cromategrafia en
columna (0-10% (v/v) metanol en CH.Cl, luego 10% isocratico) produciendo el
producto de reaccidn 8 como una espuma blanca (4,8 g, 57 %). Condicién A de
HPLC, Tr: 2,12 min, m/z = 469 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz, CDCls) 5 ppm 9,85

25 (1H, NH}, 7,85 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 7,22-7,43 (m, 10H), 6,05 (s, 1H), 5,35 (d, 1H,
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J= 8,0 Hz), 4,75 (d, 1H, J= 11,5 Hz), 4,53 (d, 1H, J= 11,5 Hz), 4,45 (d, 1H, J= 11,3
Hz), 4,35 (d, 1H, J= 11,3 Hz), 4,27 (d, 1H, J= 6,6 Hz), 4,2 (s, 1H), 4,1, (d, 1H, J =
6,6 Hz), 3,95 (d, 1H, J= 10,8 Hz), 3,75-3,7 (m, 1H), 3,62 (d, 1H, J= 10,8 Hz), 3,17
(bs, OH), 1,8-1,7 (m, 2H).

Ejemplo 5: 1-{(4R,5R,7R,8R)-8—(benciloxi)-7—(benciloximetil)—1,6—

dioxaspiro[3.4]octan--5—il]pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (9)

: , o
, HN
N0 o
O NS AN 4 MSC, piing Oﬁ" /
S A 2) NaH, THF —
Bng OH Mgy & B0 %
8 9

Se agrego cloruro de metanosulfonilo (0.800 mL, 10,34 mmol) a 8 (4,32 g,
8,22 mmol) en piridina seca (100 mL). Después de 1 hora y 15 minutos, se agregd
0,1 equivalente de cloruro de metanosulfonilo y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Luego, se agregd una pequefia cantidad de
metanol y la mezcla se evapord a sequedad. E! residuo se disolvié en acetato de
etilo (100 mL) y lavé con NaHCO; saturado (2x50 mL). La capa acuosa
combinada se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secd con Na; SO,
y concentré in vacuo. El residuo obtenido se disolvié en THF seco y se agregé
inmediatamente NaH 95% (932 mg, 36,9 mmol) a temperatura ambiente. Luego
de agitarse durante 2 horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se
vertié sobre una solucién acuosa saturada de NH4Ci (30 mL) seguida de la adicién
de CH.Cl; (250 mi). La capa organica separada se lavé con NaHCO; acucso
saturado (2 x 100 mlL) y la capa acuosa combinada se extrajo con CH,Cl, (250
mL). La capa organica combinada se sec6 (Na;S0,), filtrd y evapord a sequedad
bajo presiéon reducida. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en
columna fluyendo primero con heptano, luego con acetato de etilo para dar 9
(3,27 g, 79 %) como una espuma. Condicién A de HPLC, Tr: 2,33 min, m/z = 451

(M+H)*, "H RMN (400 MHz, CDCly) 3ppm 2,20 ~ 2,38 (m, 1 H) 2,38 — 2,52 (m, 1
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H) 3,62 — 3,73 (m, 1 H) 3,89 — 4,13 (m, 3 H) 4,38 — 4,56 (m, 3 H) 4,56 — 4,68 (m, 1
H) 4,70 — 4,88 (m, 2 H) 5,25 (d, J=8,00 Hz, 1 H) 6,25 (s, 1 H) 7,18 ~ 7,47 (m, 10

H) 7,87 (d, J=8,20 Hz, 1 H) 8,90 (br. s., 1 H)

5 Eiemplo B: 1-{(4R,5R,7R,8R)-8-hidroxi—7—(hidroximetil)—1,6—

dioxaspiro[3.4]octan-5-ilJpirimidina—2,4(1H,3H)—diona (10)

0 O
HN HN

O

o= Y §<N /

o N o

Pd(OH),
Bno/\(_z,3 HO
BnG B HO D
g 10

Se agité una mezcla de 9 (50 mg, 0,111 mmol) en metanol (1 mL) y

Pd(OH): (8 mg) en una atmosfera de hidrégeno a temperatura ambiente. Después

10 de 4 horas, se agregé mas Pd(OH), (30 mg) y metanol (1 mL). La mezcla se agité

vigorosamente en una atmosfera de H; durante la noche. Se eliminé el catalizador

por filtracion sobre decalite, y el solvente se eliminé por evaporacion. El residuo

resultante se purificé por cromatografia con gel de silice eluido con metanol 10%

en acetato de etilo para dar el producto intermedio 10 como un polvo blanco (16,8

15 mg; 56 %). HPLC Condition B, Tr: 1,98 min, m/z = 271 (M+H)*. 'H RMN (400

MHz, D;0) & ppm 7,65 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 6,11 (s, 1H), 5,82 (d, 1H, J= 8,0 Hz),

4,46-4.61 (m, 2H), 4,06-4,13 (m, 1H), 3,87-3,95 (m, 1H), 3,69-3,77 (m, 2H),
2,62-2,73 (m, 1H), 2,48—2,58 (m, 1H).

20 Ejemplo 7: metil 2—(cloro(fenoxi)fosforilamine)-2-metilpropionato (11)

0O

Q \OJXNHaci o yo
Ci—P—Cl N O)-'><N—I?—Cl
0 o

© DIPEA i

J0
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Una solucién de fenilfosforodicloridato (1,0 eq., 13,0 mmol, 1,9 mL) y
clorhidrato de metil a~aminoisobutirato (1,0 eq., 13,0 mmoi, 2,0 g) en CH,Cl; (80
mL) se enfri6 a —80°C. Se agregd gota a gota N,N—diisopropiletilamina seca
(DIPEA; 2,0 eq., 26,0 mmol, 4,3 mL). Después de 2 horas, la reaccion se calenté
a temperatura ambiente y el soivente se elimind bajo presidén reducida. Se agrego
dietiléter seco y el precipitado se filtré y lavé dos veces con dietiléter seco bajo
una atmésfera de argdn. El filtrado se evaporé a sequedad para dar 11 que se

almacend como una solucion 0,20 M en tetrahidrofuranoc seco (THF) a -18°C.
Ejemplo 8: 2-[[(4R,5R,7R,8R)-5—(2,4—dioxo-3,4—dihidropirimidin—1(2H)-

il--8—hidroxi-1,6—dioxaspira[3.4]octan—7~iljmetoxij(fenoxifosforilamino]-2—

metilpropanoato de metilo (12e)

| o}
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A una solucion de 10 (1,0 eq., 0,28 mmol, 75 mg) en THF seco (3 mL) se
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agregd 1-metilimidazol (NMi; 12,0 eq., 3,33 mmol, 0,27 mL) a temperatura
ambiente. Se agregd gota a gota una solucion del producto intermedio 11 (1,4 eq.,
0,39 mmol, 0,43 mL) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora.
La mezcla de reaccién se lavo tres veces con 0,5 M HCI. La capa organica se
secd con MgSQ, y concentrd in vacuo. El residuo se purificé por cromatografia en
columna sobre gel de silice (metanol 0-10% en CH,Cl;) para dar el compuesto
12e¢ (24 mg, rendimiento = 15%, pureza = 95%) como una mezcla de

diasteredmeros. Condicion A de HPLC: Tr: 1,49 min, m/z = 526 (M+H)". 1H RMN
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(400 MHz, DMSO—ds) 6 ppm 1,33 (s, 3 H), 1,37 (s, 3 H), 2,42 — 2,43 (m, 2 H), 3,56
(s, 3 H), 3,70 - 3,79 (m, 1 H), 3,80 — 3,88 (m, 0,4 H), 3,88 — 3,96 (m, 0,6 H), 4,09
- 4,20 (m, 1 H), 4,26 ~ 4,48 (m, 3 H), 5,50 — 5,56 (m, 1 H), 5,61 - 5,69 (m, 1 H),
5,88 — 5,97 (m, 1 H), 5,97 — 6,04 (m, 1 H), 7,12 ~ 7,24 (m, 3 H), 7,31 — 7,41 (m, 2

5 H), 7,44(d, J=8,22 Hz, 0,4 H), 7,52 (d, J=8,02 Hz, 0,6 H), 11,49 (br.s., 1 H).

Eijempio 9
Utilizando un procedimiento similar al descrito mas arriba, se prepararon los

siguientes compuestos. En cada caso el analisis se realizd en mezclas de

10 diasteredmeros.

Condicién A de HPLC Tr: 2,00 min, m/z = 602 (M+H)" 1H RMN (400 MHz,

DMSO~-dg) 8 ppm 0,71 - 0,83 (m, 3 H), 1,45-1,73 (m, 2 H), 2,33 - 2,48 (m, 2 H),

3,58-3,80(m,2H),3,79-3,96(m, 1H),404-419(m, 1H),424-447 (m, 3

15 H), 498 -5,14 (m, 2H), 547 — 5,57 (m, 1 H), 5,58 — 5,73 (m, 1 H), 5,96 — 6,03

(m 1H),596-603(m, 1H),709-722(m,3H), 7,27-739(m, 7 H), 7,44 (d,
J=8,02 Hz, 0,5 H), 7,48 (d, J=8,22 Hz, 0,5 H), 11,50 (br. s., 1 H).

Condicién A de HPLC; Tr: 1.92 min, m/z = 588 (M+H)* 1H RMN (400 MHz,

20 DMSO-ds) § ppm 1,19 — 1,29 (m, 3 H), 2,38 — 2,46 (m, 2 H), 3,53 - 3,97 (m, 3 H),

Il
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4,06 - 4,20 (m, 1 H), 4,26 — 4,46 (m, 3 H), 505-5,14 (m, 2 H), 5,49 - 5,59 (m, 1
H), 561 - 5,73 {(m, 1 H), 5,88 - 6,05 (m, 1 H), 6,07 —6,18 {m, 1 H), 7,09 - 7,23

(m, 3 H), 7,30 - 7,40 (m, 7 H), 7,43-7,51 (m, 1 H), 11,51 (br. s., 1 H).

5 Condicion A de HPLC Tr: 2,00 min, m/z = 568 (M+H)"; 1H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 0,79 - 0,93 (m, 9 H), 1,20 - 1,32 (m, 3 H), 2,33 - 2,50 (m, 2 H),
3,63-3,70 (m, 1 H), 3,71 - 3,80 (m, 2 H), 3,80 -3,93 (m, 2 H), 4,04 - 4,21 (m, 1
H), 4,23 — 4,46 (m, 3H), 5,49 - 559 (m, 1 H), 5,58 - 5,72 (m, 1 H), 5,94 - 6,03
(m, 1H),6,02-614(m, 1H), 711 -725(m, 3 H), 7,32 -7,39 (m, 2 H), 7,41 -

10 7,53 (m, 1 H), 11,51 (br. s., 1 H).

Condicién A de HPLC, Tr: 1,88 min, m/z = 554 (M+H)": '"H RMN (400 MHz,

DMSO-ds) & ppm 0,77 — 0,93 (m, 3 H), 1,14 — 1,25 (m, 3 H), 1,24 — 1,37 (m, 2 H),

1,41 -1,62 (m, 2H), 2,35 -2,47 (m, 2 H), 3,63 -3,92 (m, 3 H), 3,92 -4,06 (m, 2

15 H),405-421(m, 1H), 4,23 -4,46 (m, 3 H), 548 — 5,59 (m, 1 H), 5,59 - 5,72

(m, 1 H), 5,89 - 6,15 (m, 2 H), 7,09 — 7,25 (m, 3 H), 7,31 = 7.41 (m, 2 H), 7.43 -
7,52 (m, 1 H), 11,51 (or. 5., 1 H)
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Condicién A de HPLC, Tr: 3,46 min, m/z = 644 (M+H)”H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 8 ppm 11,37 - 1161 (1H, m)7,40-746 (1 H, m) 7,27~ 7,39 (5H, m)
7,09-7,19(2H,m)6,89-6,96 (1H, m)6,07 -6,20 (1 H, m) 5,98 -6,03 (1 H, m)
558-572(1H,m)545-552(1H,m)502-515(2 H, m}4,23-445(3H, m)
405-418(1TH m)382-398(2H, m369-378(1H,m)3,13-326(1H, m)

2,37-247(2H,m)215-223(3H, m) 1,24 -1,32 (3 H, m) 1,06 - 1,15 (6 H, m)

Condicion A de HPLC, Tr: 2,08 & 2,21 min (se observaron diasteredmeros
individuales) , m/z = 540 (M+H)*, "H RMN (400 MHz, DMSO—ds) & ppm 11,39 —
11,60(1H mM)744-752(1H, m)731-740(2H,m)712-7,24(3 H, m)595
-6,07(2H,m)559-571(1H m)551-558(1H,m)4,78 -4,91 (1 H, m) 426
—444 (3H, m)4,06-420(1H, m)3,84~395(1H,m)368-2383(2H, m)237

~258(2H m)1,16~-125(3H, m)1,11-116 (6 H, m)



Condicion A de HPLC, Tr: 3,03 min, m/z = 650 (M+H)*, 'H RMN (400 MHz,
DMSO~ds) 5 ppm 11,34 — 11,62 (1 H, m) 7,05 — 7,46 (16 H, m) 6,71 — 6,84 (1 H,
5 m)5.95-6,03(1H, m)556-571(1H, m)546-553 (1H, m)4,95-516 (3 H,
m) 4,23 — 4,45 (3 H, m) 4,05~ 4,21 (1 H, m) 3,77 — 3,88 (1 H, m) 3,68 — 3,77 (1 H,

m) 2,35 — 2,45 (2 H, m)

12

10
Condicién A de HPLC, Tr: 2,38 & 2,48 min (se observaron diasteredmeros
individuales), m/z = 554 (M+H)*, "H RMN (400 MHz, DMSO-d;) § ppm 11,38 -
1MB61(1TH M)743-7583(1H, mM731-741(2H m)7,11-7,25(3 H, m) 5,90
~-6,06 (2H, m)5,59-~571 (1 H,m)550-559(1H m)4,79-493(1H, m4,27
15 -446(3H m)4,03-421(1H m)3,82-395(1H, m)368-2381(1H,m)3,52

~3,66(1H,m)2,38-2,51(2H, m)1,44—172(2H, m) 1,091,216 H, m) 0,72
~ 0,89 (3H, m)

IS
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Condicién A de HPLC, Tr. 2,84 & 2,94 min (se observafon diastereémeros
individuales), m/z = 622 (M+H)*, '"H RMN (400 MHz, CDCl) § ppm 1,38 (d, J=8,59
Hz, 3 H), 2,38 - 2,57 (m, 1 H), 2,66 — 2,84 (m, 1 H), 3,25 (br, s,, 1 H), 3,78 (br, s,,
1H) 3,81-394(m, 1H),395-415(m,2H),423-442(m, 1H), 442 -4,58
(m, 2 H), 460-4,72(m, 1 H), 514 (s, 2 H), 5,68 (d, J=8,00 Hz, 1 H), 6,07 (s, 0

H), 7,01 -719(m, 2 H),7,20-7,43(m, 7 H), 8,76 (br. s., 1 H)

Condicién A de HPLC, Tr: 3,06 min, m/z = 638 (M+H)" 'H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm 1,23 - 1,41 (m, 2 H), 1,66 (br, s,, 0 H), 1,93 (br, s,, 1 H), 2,37 (m,
J=12,56, 12,56, 8,63, 6,24 Hz, 1 H), 2,54 — 2,75 (m, 1 H), 3,44 — 3,67 (m, 1 H),
3,78 (dd, J=8,27, 1,85 Hz, 1 H), 3,86 - 4,03 (m, 1 H), 4,05 -4 17 (m, 1 H), 4,18 -
4,28 (m, 1 H), 4,31 -~ 4,41 (m, 1 H), 4,41 - 4,66 (m, 3 H), 4,96 - 5,16 (m, 2 H),

5,32 (d, J=8,20 Hz, 0 H), 5,44 (d, J=8,20 Hz, 0 H), 6,11 (s, 1 H), 7,08 (d, J=8,19

J&
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Hz, O H), 7,18 = 7,41 (m, 6 H), 7,44 — 7,57 (m, 3 H), 7,64 (d, J=8,00 Hz, 1 H), 7,78

-7,89(m, 1H),801-818(m, 1H), 9,37 (br. s, 1H)

121

5 Condicion A de HPLC, Tr: 2,48 & 2,59 min (se observaron diasteredmeros
individuales), m/z = 554 (M+H)* 'H RMN (400 MHz, CDCls) 8 ppm 0,92 (d, J=5,46
Hz, 5H) 1,28 -1,45(m, 2H) 1,48-2,02 (m, 2 H) 2,38 - 2,56 (m, 1 H} 2,64 - 2,87
(m, 1H) 3,67 -4,17 (m, 5 H) 4,28 — 4,58 (m, 2 H) 4,66 (br, s,, 1 H) 5,60 — 5,70 (m,

1H)6,19(s,1H)7,10-7,49 (m, 6 H) 8,56 (br. s., 1 H)

10 12m

Condicién A de HPLC, Tr: 2,61 min, m/z = 608 (M+H)*. 'H RMN (400 MHz,
CDCly) 3 ppm 2,40 - 2,56 (m, 1 H), 2,67 — 2,82 (m, 1 H), 3,29 (br, s,, 1 H), 3,71 -
3,97 (m, 4 H), 3,97 — 4,10 (m, 1 H), 4,32 — 4,44 (m, 1 H), 4,45 ~ 4,59 (m, 2 H),
15  4,61-4,70 (m, 1 H), 5,16 (s, 2 H), 5,68 (d, J=7,80 Hz, 1 H), 6,10 (d, J=6,44 Hz, 1
H), 7,10 = 7,19 (m, 2 H), 7,24 — 7,30 (m, 3 H), 7,30 — 7,42 (m, 5 H), 8,82 (br. s., 1
H)

ot
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Ejemplos biologicos

Ensavos de replicones

Los compuestos de formuia | se examinaron para determinar su actividad
en la inhibicién de [a replicacién de ARN-VHC en un ensayo celular. El ensayo se
utilizd para demostrar que los compuestos de formula | inhibian la linea celular
funcional que replica el VHC, también conocida como replicones del VHC. El
ensayo celular se basé en una construccidn de expresion bicistronica, como
describen Lohmann et al. (1999) Science vol. 285 pp. 110-113 con
modificaciones descritas por Krieger et al. (2001) Journal of Virology 75: 4614

4624, en una estrategia de screening de multiples blancos.

En esencia, el método fue el siguiente. El ensayo utilizé una linea celular
Huh-7 luc/neo (de aqui en adelante denominada Huh-Luc) transfectada de
manera estable. Esta linea celular alberga un ARN que codifica una construccion
de expresioén bicistronica que comprende las regiones NS3-NS5B de tipo silvestre
de VHC tipo 1b traducidas del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, por sus
siglas en inglés) def virus de la encefalomiocarditis (EMCV), precedidas por una
porcién indicadora (FflL-luciferasa), y una porcién marcadora seleccionable (neof,
neomicina fosfofransferasa). La construcciéon esta limitada por 5 y 3 NTRs
(regiones no traducidas) de VHC genotipo 1b. El cultivo continuado de las células
del replicon en presencia de G418 (neo®) depende de la replicacion de! ARN—
VHC. Las células de replicon transfectadas de manera estable que expresan
VHC-ARN, que replica de manera autébnoma y a altos niveles, y que codifica

entre otros la luciferasa, se utilizaron para el screening de ios compuestos

antivirales.

Las células de replicon se cultivaron en placas de 384 pocillos en presencia
de los compuestos de prueba y de control que se agregaron en distintas

concentraciones. Luego de una incubacion de tres dias, se midi6 la replicacion del

IR
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VHC evaluando la actividad de la luciferasa (usando sustratos y reactivos
estandar para ensayos con luciferasa y un procesador de imagenes de microplaca
Perkin Elmer ViewLux™ ultraHTS). Las células de replicén en los cultivos de
control tienen una alta expresion de luciferasa en ausencia de cualquier inhibidor.
La actividad inhibidora del compuesto sobre la actividad de la luciferasa se
monitoreé en células Huh-Luc, permitiendo una curva de dosis-respuesta para
cadun compuesto de prueba. Luego se calcularon los valores de ECsy valor que
representa la cantidad requerida de compuesto para disminuir el nivel detectado
de actividad de la luciferasa en un 50%, o mas especificamente, la capacidad de

replicarse del ARN del replicdn de VHC unido genéticamente.

Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados del replicon (ECsg, replicon) yl los
resultados de citotoxicidad (CCsg (UM) (Huh-7)) obtenidos para los compuestos
de los ejemplos proporcionados mas arriba. También se proporciona la actividad

en el VIH (ECse VIH (uM)) vy la toxicidad celular en la linea celuiar del VIH (CCsg
(UM) (MT—4)).

Nimero de

ECso (UM) | CCso (M) I ECso (M) | CCsp (uM)
Compuesto

(VHC) {(Huh-7) (VIH) (MT4)
12a 34 >08 >08 >98
12b 3,7 >98 >98 >98
12¢ 586 >08 >08 >98
12d 55 >98 >98 >98
12e 23,4 >98 >08 >98
12f 8,7 18,7 >898 1.3
12¢g 17,8 >08 >98 >98

59
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12h 79,64 >88 >08 >08
12i >06 >08 >08 >98
12§ 0,7 >98 >98 >38
12k 2,0 >98 >76,9 >08
12i 0,44 >98 >08 >98
12m 7,147 >98 >08 >98
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula I

incluyendo cualquier esterecisdémero posible del mismo, en donde:

R* es un éster monofosfato, difosfato o trifosfato; o R* es un grupo de

formula

re RY OR R
/O /P_ /O P_
R® WXN I R? ﬁ’n
H O 0
o) o)

R es fenilo, opcionalmente sustituido con 1, 2, o con 3 sustituyentes cada
uno independientemente seleccionado de halo, alquilo C+—Cs, alquenilo C3—Cs,
alcoxi C1—Cs, hidroxi, y amino: o R’ es naftilo, opcionalmente sustituido con 1, 2, o
con 3 sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de halo, alquilo
C1—Cs, alquenilo C3—Cg, alcoxi C1—~Cg, hidroxi, y amino; o R’ es indolilo,
opcionalmente sustituido con un grupo alquiloxi C1—Ces—carbonilo y opcionalmente
ademas con 1, 2, o con 3 sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado de halo, alquilo C1—Cg, alquenilo C3;—Ce, alcoxi C1—Cg, hidroxi, y
amino;

R® es hidrégeno, alquilo C1—Cs, bencilo, o fenilo;

R? es hidrégeno, alquilo C1—Cg, bencilo, o fenilo; o

R® y R¥ junto con el atomo de carbono al que estdn unidos forman

cicloalquilo C3-C7;

&1
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RY es alquilo C1-C1y, cicloalquilo C3-C7, o fenil-alquilo C1—Cg, en donde la
porcion fenilo en el fenilo o en el fenil-alquilo C1-Cg esta opcionalmente sustituida
con 1, 2 o 3 sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de hidroxi,
alcoxi C1—Cg, amino, mono—y dialquilamino C41—Csg;

o una sal o un solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos.

2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en donde R* es un grupo de

formula

3. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en donde
R’ es fenilo, opcionalmente sustituido con halo o con uno o dos grupos alquilo Cq—

Cs, 0 R’ es natftilo o indolilo.

4. Un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en donde
R’ es fenilo, opcionalmente sustituido con halo, o con dos grupos alquilo C1~Cg, 0

R es naftilo.

5. Un compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 — 2, en donde

R’ es fenilo o naftilo.

6. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, en donde

R® es hidrogeno, y R¥ es hidrageno o alquilo C1—Ce.

7. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde

R® es hidrogeno y R® es metilo o etilo.

o
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8. Un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 — 7, en

donde R* es alquilo C1—Cs 0 bengilo.

9. Un compuesto segln cualguiera de las reivindicaciones 1 — 7, en donde

R? es n.butilo o bencilo.

10. Un compuesto segun la reivindicacién 1 en donde el compuesto de

formula | es:
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11. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz
como antiviral de un compuesto de férmula | tal como se define en cualquiera de

las reivindicaciones 1-10 y un portador farmacéuticamente aceptable.

12. Un compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para

utilizarse como un inhibidor del VHC.
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