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HALOGENATED BENZAMIDE DERIVATIVES

FIELD OF THE INVENTION

The invention relates to halogenated benzamide
derivatives, and more specifically, benzamide derivatives
characterized by greater specificity for viral pathogens and
less disruptive to beneficlal gut microflora.

BACKGROUND TO THE INVENTION -

(2~ (acetolyloxy) -N- (5-nitro-2-thiazolyl) benzamide, the
compound of formula (I), also referred to as nitrothiazole,
nitazoxanide, or NIZ, is known for use in the treatment and
prevention of parasitic infections, bacterial infections,
fungal infections, diarrhea and other intestinal tr_oubles
(U.8. Patent Nos. 3,950,351, 4,315,018 and §5,578,621)
including treatment of trematodes (U.8. Patent No. 5,856,348).
The preparation of NKTZ i1s diasclosed in U.8. Patent No.
3,950,351. Improved pharmaceutical compositions for delivery
of NTZ are dlsclosed in U.8. Patent Nos. 6,117,894 and
5,968,961.

O

(1)
NO,

It has been postulated that, in anaerocbic bacterla and
protozoa, NTZ exhibits a mode of action based upon reduction
of its nitro group by nitroreductases, and particularly
pyruvate ferredoxln oxidoreductase (PFOR) dependent electron
transfer reactions that are essential for anaerobic energy

v
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metaboliasm. Nothing is currently known regarding the possible
mode of action of NTZ for helminthes, however, the enzymes é:f
anaerobic electron transport are considered as potential
targets, with the 5-nitro group implicated in this mechanism.

Compounds according to formula (II), in which one of R;.s
is ~0H and the remainder of R,.s being H, are known to exhibit
antiviral activity, and are known for treatment of human viral
diseases such as those caused by human cytomegalovirus,
varicella zoster, Epstein Barx virus, HSV-I and HSV-II (U.S.
Patent Nos. 5,886,013 and 6,020,353).

R § /\
H/(NSXNC)z

Rs Rs

(IX)

While potent, these compounds are not selective for only
viral pathogens. 'They are described as having excellent
efficacy against parasites, bacteria and fungus. In practice,
this is assoclated with a problem. Namely, in humans and many
animals, the gut <contains beneficial populations of
microflora, principally comprised of anaercbic bacteria. Oral
administration of broad spectrum compounds such as those of
Formula (II) kills the bacterial gut flora, which may lead to
secondary complications including diarrhea requiring further
treatment.

Accordingly, there is a need for therapeutic compounds
that are more selective for viral pathogens. Most preferably,
these compounds should possess antiviral activity, but be
substantially devold of antibacterial and antiparasite
activity, at least to the extent of avoiding deleteriocus

A
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effects upon the beneficial gut microflora when administered
orally.

This need, and more, is achieved by the pregent
invention, as will become clear to one of ordinary skill upon
reading the following disclosure and exampl‘es.

SUMMARY OF THE INVENIION

The present invention relates to antiviral benzamide
derivatives that are more selective for wviral pathogens, and
accordingly cause reduced deleteriocus effects upon beneficial
gut microflora when administered orally.

In a firet aspect, the invention is surprisingly made by
replacing the nitro substituent, which has until now been
believed to be the key to the activity of NTZ, with a halogen
aktom. This substitution may be made in any of the known
therapeutically effective ' 2-benzand.do-§nitro—thizaoles
(wherein the benzene ring may be variously eubstituted).
Surpriasingly, the novel halogenated cWa retain their
antiviral properties, but they lack activity against the
bacterial gut microflora when administered orally.

Bxamples of these known 2-benzamido-5nitro-thizaoles,
which are analogues of the compounds of the present invention
differing only in that in accordance with the present
invention the mnitro group is removed and replaced with a
halogen atom, are extensively set forth 1in the abowve
referenced U.S. Patents, and U.8. Patent Nos. 5,886,013 in
particular, their disclosure being incorporated herein by
reference. I

The present invention further provides (5-halo-2-
thiazolyl) benzamide compounds according to formula ({(III):
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(@) N
R2 /( \

R5 (1I1) '

in which

R; is a halogen atom, preferably F, Cl, Br, or I, more
preferably Br or Cl, most preferably Br, and

Rz -Rs are independently hydrogen, hydroxyl, C,-C, alkyl, -
C1~Cs alkoxy, acylexy (preferably acetoxy or propiohoxy),
nitro, halogen, -C(O)R; where R7 is -Cl-C4 alkyl, or aromatic
(preferably unsubstituted or substituted phenyl or benzyl),
including salts and hydrates of these compounds.

Preferably, one of R; -R¢ is hydroxyl.

Preferably at least one of R ~Rg are other than hydrogen,
and more preferably at least two of R; -Rg¢ are other than
hydrogen.

Two adjacent R; -Rs may together form a benzyl ring.

Preferably, Ra: -Rs include no more than one acyloxy and no
more than one halogen.

The present invention further provides antiviral
compounds according to formula (IV):

O—Rao /(\
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in which R; is a halogen atom, Ry is -C{O)R;,, where Ryp 18 -C:-
Ce alkyl, and Ry 1s -0;-C, alkyl or -C-C, alkoxy, including
salts and hydrates of these compounds.

The invention further provides antiviral pharmaceutical
compoaitions comprising a compound of Formula (III}) or (IV)
and a pharmaceutically acceptable carrier.

Finally, the invention provides a method of treating or
preventing a viral infection in an animal or human subject,
the method comprising administering to sald subject at least
one dose of the pharmaceutical composition comprising an
effective amount' of the antiviral compound according to

Formula (III) or (IV) and a pharmaceutically acceptable
carrier. '

DETAILED DESCRIPTION

Compounds of the present invention include those
according to formula (III):

(III)

in which

Ry is a halogen atom, preferably F, Cl, Br, or I, more
preferably Br or Cl, moat preferably Br, and

Rz -R¢ are independently hydrogen, hydroxyl, C;-C4 alkyl, -
C:~Cy alkoxy, acyloxy (preferably acetoxy or proplonoxy),
nitro, halogen, -C{(O)R, where R7 is -Cl1-C4 alkyl, or aromatic



', WO 2006031566 PCT/US20050131868

(preferably ophenyl or benzyl, which may be further
substitued), including salts and hydrates of these compounds.

Preferably, one of R; -Rg is hydroxyl.

Preferably at least one of R; -Rs are other than hydrogen,
and more preferably at least two of Rz -Rs are other than
hydrogen.

Two adjacent R; ~R¢ may together form a benzyl ring.

Preferably, R: -Rg include no more than one acyloxy and no
more than one halogen. Compounds according to the present
invention are illustrated by the following non-limiting list:

Code S8tructure Molecular Molecular
Number Weight Formila
RM-4803 355.21 C13H,1BrN,0,8
CH,
Br
RM-4804 : 310.75 C1aH11 C1NZ 056
H,
s a
RM-4806 371.21 Cy3H11BrN,0O8
o
' H [ Br
RM-4819 313.17 Ci11HeBrNa 048
HG Hl;)\ar
RM-4820 34].18 Cy1aHaBXN,0:8
CHy
8 Br
RM-4821 355.21 Cy3H14BYN3038
CHy
8 Br
CHa

24
0
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RM-4822 355.21 C13H;1BINZ0,8
CHy
8 Br
HaC
RM-4826 313.17 C1,HgBYN,028
8\ s~ er
CHa

Code Btructure Molecularxr Molecular
Number Welght Formula
RM-4827 333.59 C1oHsBrC1lN;048

(3 Br
RM-4831 317.13 C1oHsBrFN4O258

u’@\m
RM~-4832 299.14 C10H7BrNa0;8
N
RM-4833 329.17 C11HsBrNa20O3 5
8 Br

RM-4834 329.17 C11HsBTN,038

8 Br

OCHy

RM-4835 284.72 C11HoClN20.5

8 a

¥
d



' W 2006031566 PCT/US2005/031868
RM-4B36 2B84.72 C11HgC1lN,0-8
8 a '
OCH,
RM-4838 333.59 CyoisBrC1N20,8
Hl}nr
Coda Structure Molecular Molecular
Number Weight Formula
RM-4839 333.59 C1oH;BrClN20,8
Br
Cl '
RM-4840 378.04 C1pHeBraN,0:8
8 Br
Br

Preferred examples of compounds within PFormula (III)
include: ‘
2-(acetolyloxy) -3 I—methyl -N- (5-bromo-2-thiazolyl)benzamide
(RM4B03) ;

2- (hydroxy) -3-methyl-N- (5-bromo-2-thiazolyl) benzamide
(RM4819) ;

2- {(acetolyloxy) -N- {(5-bromo-2-thiazolyl) benzamide (RM4820);
2- {(acetolyloxy) -5-methoxy-N- (5-bromo-2-thiazolyl)benzamide
(RM4821) ; and

2- (acetolyloxy) -5-methoxy-~N- (5-bromo-2-thiazolyl) benzamide
(RM4822) .

It has further been discovered that compounds with a
hydroxyl subsitutent in the ortho poeitlon of the benzene ring
have good efficacy. Thus, from among the above illustrative
compounds, the following compounds are preferred: RM-4819, RM-

J&
[
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4826, RM-4827, RM-4831, RM-4832, RM-4833, RM-4B834, RM-4835,
RM-4836, RM-4838, RM-4839, RM-4B40.

Compounds according to the invention preferably include
those of formula (IV):

O-Reo /4\

wherein:

R, is halogen, preferably F, Cl, Br, or I, more preferably
Br or Cl, most preferably Br,

\ Ry 18 -C{(O)Ryy, in which Ry is -C;-Cq alkyl. Ry includes
methyl, ethyl, propyl and butyl, including isomers thereof.
Methyl is preferred, whereby the benzamide pubstituent is
acetolyloxy, and

Ry i8 -C,-C4 alkyl or -C;-C, alkoxy. Methyl and methoxy
are preferred. Methyl is most preferred.

Examples of compounds within Formula (IV) include:

2- {acetolyloxy) -3~-methyl-N- (5-bromo-2-thiazolyl)benzamide

(RM4B03) ;

2- (acetolyloxy) -3-methyl-N- (5-chloro-2-thiazolyl)benzamide '

{RM4804) ; and
2- (acetolyloxy) -3-methoxy-N- {5-bromo-2-thiazolyl)benzamide
(RM480E) .

The compoaltions of the present invention may be
formilated as solld or liquid dosage forme, oOr as pastem or
oilntments, and may optionally contain further active
ingredients.
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The pharmaceutical compositions of the present invention
comprise a pharmaceutically acceptable carrier, which is not
particularly limited, and includes a wide range of carriers
known to those of ordinary skill in the art, and including
wetting or dispersing agents (U.S8. Patent 5,578,621), starch
derivatives (U.S5. Patent 5,578,621), excipients, and the like.
Tablet embodiments may optionally comprise a cocating of a
substance that constitutes an enteric coating, l1.e. a coating
that substantlally insc‘>1u.b1e in gastric secretion but
substantially soluble in intestinal fluids.

Pharmaceutical compopitions comprising compounds
according to Formula (III) or (IV) are preferably formulated
for oral administration and are optionally in the form of a
liquid, for example an emulsion or a solution or a suspension
in water or oll such as arachies oil, or other 1liguid.
Formulations of non-aqueous micellar solutions may be prepared
according to the method disclosed in U.S. Patent 5,169,846.
Alternatively, tablets can be manufactured, for example, by
performing the following steps: wet granulation; drying; and
compression. Film coating i1s generally performed with organic
solvents.

The term “selective antiviral” as used herein means that,
at dosages effective for the prevention or treatment of a
" viral disease, the activity is more antiviral than
antibacterial, antifungal, or antiparasite, and gut flora of
the subject is not disrupted tc levels expected with broad
spectrum antibiotics.

The preferred antiviral treatment or prophylactic dosages
of the compounds of the present Iinvention may depend upon the
weight of the subject, and may be inferred by one of ordinary
skill without undue experimentation by reference to the
folloﬁing examples, which are set forth for purposes of
illustration and are not intended to be limiting.

10
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EXAMPLE 1l: TESTING AGAINST VIRUSES

METHODS J

Non-hepatic viruses

Cell cultures and Treatments. HEp-2 laryngeal carcinoma
cells, monkey kidney 37RC, MAl104 and VERO cells, canine
Madin-Darby kidney (MDCK) and mammary adenocarcinoma (A72)
cells, were grown at 37°C in a 5% CO; atmosphere in RPMI
medium (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA), supplemented with
10% fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine and antibiotics.
Compounds dissolved in DMSO stock solution (50 mg/ml) were
diluted in culture medium and added to infected cells
immediately after the 1 hour adsorption period. Compounds
were malntained in the wmedium for the duration of the
experiment. Controle received equal amounts of DMBC diluent.
Each concentration of each compound was tested in duplicate
and each experiment was repeated twice.

Virus infection and titration. The following viruses were
utilized: Influenza A: strain Puertorico (PR8); Paramyxovirus
(Parainfluenza): Sendal virus (8V); Rhabdovirus: Vesicular

Stomatitis Viruse (V8V); Rotavirus: -S8imian Rotavirus SA-11 (BA- -

11); Herpes Simplex wvirus type 1: strain F1 (HSV-1);
Coronavirus: canine coronavirus strain 5-378 {(CCoV). Confluent
cell monolayers were infected ‘with Influenza A virus (MDCK
cells) or parainfluenza SV (37RC cells) for 1 h at 37°C at a
multiplicity of infection (m.o.l.) of 5 HAU (Hemagglutinating
Units)/10® cells. Alternmatively, confluent cell monclayers
were infected with HSV-1 (HEp-2 cells), VBV (MAl104 cells),
CCoV {(A72 cells) or Rotavirus SA-11 (MA104 celle) for 1 h at
37°C at a m.c.i. of 5 PFU (Plaque-Forming Units) /10° cells for
HSV-1, VBV and CCoV and 1 PFU/10* cells for SA-11. After the

11
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aésorpt:l.on period, the viral inoculum was removed and cell
monolayers were washed three times with phosphate-buffer
saline (PB8). Cells were wmaintained at 37°C in appropriate
culture medium containing 2% FC8 in the presence of the test
compound or control diluent. Virus yileld was determined 24
hours post infection (p.i.) by hemagglutinin titration (WSN,
PR8, B8V and S8A-11) or CPR50% asmay (VsV, HSV-1, and CCoV),
according to standard procedures (Amici, C., Belardo, G.,
Rosel, A. & Bantoro, M.G. Activation of IxB kinase by Herpes
Simplex virus type 1. A novel target for anti-herpetic
therapy. J. Bilol. Chem. 276, 28759-28766 (2001) and
Bernasconi, D., Amici, C., La Frazia, 8., Ianaro, A. &
Santoro, M.G. The IxB kinase 1s a key factor in triggering
Influenga A virus -induced inflammatory cytochine production
in alrway epithelial cells. J. Biol. Chem. 280, 24127-24134
{2005)) .

Cell taxicity. Cell viability was determined by the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MIT)
to MIT formazan conversicn assay (Blgma-Aldrich, S8t Louis,
MO). For MIT assay, reduced MIT (formazan) was extracted from
cells by adding 100 pl of acidic isopropanol containing 10%
Triton X-100, and formazan absorbance was measured in an
ELISA microplate reader at two different wavelengths (540 and
690 nm).

Hepatitis B virus l
Anti-Hepatitis B Virus (HBV) analyses and an assessment of
cytotoxicity werea performed in a 9-day assay in the
chronically-producing HBV human hepatoblastoma cell line,
2.2.15, as previously described (Korba, B.E. & Gerin, J.L. Use
of a standardized cell culture agsay to assess activities of
nucleosides analogues against hepatitis B virus replication.
Antivir. Res. 19, 55-70 (1992)).

12
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Hepatitis C virus

Anti-Hepatitis C Virus (HCV) analysesa and an assessment of
cytotoxicity were performed in a 3-day assay in the HCV
replicon-containing human hepatoblastoma cell 1line, AVAS
(Okuge, C., Rinaudo, J.A., Farrar, K., Wells, ¥. & Korba, B.E.
Enhancement of antiviral activity against hepatitis C virus in
vitro by interferon combination therapy. Antivir. Res. 65,
23-34 (2005)) as previously described (Blight, K.J.,
Kolykhalov, A.A. & Rice, C.M. Efficient initiation of HCV RNA
replication in cell culture. Science 250, 1972-1974 (2000)).

RESULTS OF TESTING AGAINST VIRUSES

Table 1. Activity of RM-4803 and RM-4819 againat virusese in
cell culture.

ECsp (uM)/BI
Virus . RM4819 RM4803 Cell
Culture

Rotavirus: Simian rotavirus 0.3/>500 0.06/>2500 MA1l04
BA-11

Influenza A: PR8 strain 9.6/>17 2.8/>50 MDCK
Paramyxovirus: Sendai virus 1.3/>125 1.1/>125 37RC
Coronavirue: canine 4.9/>33 4.2/13 AT2
coronavirus strain 8-378

Rhabdovirua: Vesicular 1.6/>100 2.8/>50 MAl04
stomatitis virus ,

Herpes Simplex type 1: 0.6/»250 5.6/3 HEp-2
gtrain Fl

BCs¢ = drug concentration at which a 2-fold depression of viral
DNA or RNA (relative to the average levels in untreated
cultures) was observed. CCy = drug concentration at which a 2-
fold depression of reduced MIT was observed relative to
average levels in untreated cultures. SI (selectivity index)
= CCso/ECso.

Table 2. Activity of other compounds against paramyxovirus:
sendal virus in cell culture.

i
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Paramyxovirus: Sendai virus
Compound ECso_(uM) 81
RM-4820 0.34 3s
RM-4821 0.36 »50
RM-4822 0.36 7

ECsp = drug concentration at which a 2-fold depression of viral
RNA (relative to the average levels in untreated cultures) was
cbserved. CCsp = drug concentration at which a 2-fold
depression of reduced MIT was observed relative to average

levels in untreated cultures. 81 (selectivity index) =
CCso/ECso .
Table 3.  Activity of compounds against HBV replication in

2.2.15 cell culture.

Extracellular Intracellular Belectiv
Virion DNA HBV R.I. ity
Index
Ccmpoun EC“ ECgo EcSo ECQo CCso viri R.
d (uM) (M) (M) {uM) (uM) on I,
Lamivud 0.058+0 0.1641+0 D.172+0 0.66010 23294+7 1295 33
ine .006 .015 .020 .068 6 8 77
RM4803 6.3 2 15 12 3 50 + »67 >»2
0.7 + 1.1 1.5 5.5 >1000" 0
RM4819 3.5 9.0 7.8 ¢ 22 % >4
0.5 3+ 0.8 0.9 2.6 >1000* >111 6
Values presented (+ standard deviations [8.D.]) were

calculated by linear regression analyseis using data combined
from all treated cultures. 8.D. were calculated using the
standard error of regression generated from linear regreasaion
analyses (QuattroPro™). ECgo, ECss = drug concentration at
which a 2-fold, or a 10-fold depreassion of HBV DNA (relative
to the average levele in untreated cultures), respectively,
was observed. CCsp = drug concentration at which a 2-fold
depression of neutral red dye uptake (relative to the average
levelas in untreated cultures) was observed., The RCy values
were used for the calculation of the Selectivity Indexes
[8.1.] since at least a 3-fold depresgion of HBV levels is
typically required to achieve statistical significance in this
agsay system. HBV R.I. = intracellular HBV DNA replication
intermediates.

! No significant cytotoxic effects were observed up to the
highest indicated concentration.

14
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Table 4. Activity of compounds againat hepatitis C virus
replication in AVAS cell culture.

Compound CCso (uM) ECso (M) ECyq (pM) Belectivity
Index

< - >10,000+F 2.2 8.5 + >4, 545

Interferon 0.2* 0.6*

Ribavirin 61 + 2.9 94 & 10 >100° 0.6

RM4803 282 + 21 37 + 2.7 98 & 9.3 7.6

RM4819 164 ¢+ 18 8.9 % 0.7 79 z 8.2 18

Values presented (i standard deviations [5.D.]) were
calculated by linear regression analysis using data combined
from all treated cultures. 8.D. were calculated using the
standard error of regression generated from the linear
regression analysmes (QuattroPro™). ECse, ECy = drug
concentration at which a 2-fold, or a 10-fold depression of
HCV RNA (relative to the average 1levels in untreated
cultures), ©respectively, was observed. CCsp = drug
concentration at which a 2-fold depression of neutral red dye
uptake was observed relative to the average levels in
untreated cultures. Belectivity index = CCgo/ECse.

*+ Values for interferon are expressed as *“IU/ml.”"
! No significant cytotoxic or antiviral effects were observed

up to the highest indicated concentration.

EXAMPLE 2: TESTING AGAINST ANAEROBIC BACTERIA

Methods. Recent clinical anaercbic isolates (2000 to date)
comprised 40 B.fragilis group, 26 Prevotella/Porphyromcnas, 28
fusobacteria, 16 anaerobic Gram posit:l.vé cocci, 14 anaerobic
Gram-positive non-sporeforming rods and 18 clostridia. CLSI

15
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agar dilution MIC methodology with enriched Brucella blood
agar and inocula of 1 x 10° cfu/spot was used. Plates '‘were
incubated in an anaercbic glove box at 35°C for 48 h.

Results. MIC5 /MIC;, values {ug/ml) were as followa:

Drug B.fra | Prev/Porp | Fuscba | Gram Gram |Clost (All
gil- |hy (26) ct- + + rid- (142)
is gp eria cocci |rods |ia
(40) (28) (16) (14) | (18)

Nitazox |2/4 4/8 1/4 0.5/2 |16/>3 |0.5/4 |2/4

-anide ' 2

Tizoxan |2/4 2/16 0.5/2 [0.5/1 [8/>32 [0.25/ (2/4

ide 2

RM 4803 |»>32/> [ >32/>32 »32/>3 | »32/> |>32/> | >32/> {»32/>
32 2 32 32 32 32

RM 4819 |>32/> | »32/>32 »32/>3 [ »>32/> |>32/> | »32/> |»>32/>
32 ]2 32 32 32 32

Amoxicli {1/ 4 |0.06/0.5 0.5/4 [0.125 |0.25/ |0.125 [0.5/2

1lin- /0.5 [1.0 [/1.0 {.o0

clavula

nic

acld

Clinda- |[2/>32 |<0.015/<0 [0.06/0 [0.125 [0.125 |1/>32 (0.125

mycin .015 .125 /0.5 /4 /8.0

Metroni [1/ 2 |0.5/2 0.25/0 |0.5/1 |>16/> |0.25/ |1.0/2

d-azole - .25 .0 16 2 .0

Results showed that nitazoxanide, tizoxanide, potent against
all anaeroblc bacteria groupe except 'for Gram-positive
anaerobic rods including lactobacilli (which are in reality
mostly microaerophils). By contrast, RM 4803 and RM 4815 were
without significant activity.

1s
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EXAMPLE 3 — ANTIVIRAL ACTIVITY

Compounds within Foxrmula (IV) of the p:r:esént invention
exhibit potent antiviral activity, as shown in Table 5.

ECsy (ug/mL) wvalues for 2-{acetolyloxy)-3-methyl-N-(5-
bromo-2-thiazolyl)}benzamide (RM4803), 2-(acetolyloxy) -3~
methyl-N- (5-chloro-2-thiazolyl)benzamide {RM4804), and 2-
(acetolyloxy) -3 -methoxy-N- (5-bromo-2-thiazolyl) benzamide
(RM4806), on Human Rhinovirus Type 39 (HRV-39), and H3IN2
influenza virus, type A, using a multiple cycle CPE inhibition
assay on OH-I Hela and Madin Darby Canine Kidney {(MDCK) cell
monolayers, respectively, were measured by microscopic and
spectrophotometric methods. Pirodavir and Oseltamivir were

included as positive controls.

Table 5. Activity of RM-4803, RM-4804 and RM-4806 against

viruses in cell monolayer

Human Rhinovirus Type Influenza A Virus
_ 39 MDCK
Compound OH-Hela 0% EMEM + Hepes +
2% McCoys + Hepes Trypsin
Buffer Microscopic
Microscopic Spectrophotometer
Spectrophotometer
Ry = Br
Ry = methyl 0.06 0.03 0.45 0.18
Ry = methyl
(RM 4803)
Ry = Cl
Ry = mathyl 0.57 0.32 0.93 0.57
Ry = methyl
(RM 4804)
Ry = Br
Ry = methyl 5.0 4.0 0.46 0.57
Ry =

17
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methoxy
[RM 4806)
Pirodavir 0.007 0.004 NA NA
Osaltamivir NA NA 0.13-0.17 0.08-0.36

EXAMPLE 4 — SELECTIVE ANTI-VIRAL ACTIVITY
The above ldentified compounds according to Formula (IV)
were tested by conventional means against Trichomis vaginalis,

Giardia Intestinalis, and Trypanoscma brucei. 2-
(acetolyloxy) ~3-methyl-N- (5-bromo-2-thiazolyl)benzamide
(RM4803) , 2- (acetolyloxy) -3-methyl-N- (S-chloro-2-

thiazolyl)benzamide (RM4804), and 2-(acetolyloxy)-3-methoxy-N-
(5-bromo-2-thiazolyl)benzamide (RM4806) each failed to exhibit
antiparasite activitity against Trichomonas vaginalis, Giardia
intestinalls, or Trypanosama bruceli at concentrations of at
least 50 pg/mb.

Accordingly, it has been demonstrated that in accordance
with the present invention, novel compounds can be provided
which are generally characterized by selective antiviral
activity.

As an additional benefit, it has been discovered that the
above halogen-subsl:ii:uhed benzamide compounds are effective
againat intracellular protozoa including Cryptosporidium spp.,
Neoppora gspp. and BSarcocystis neurona (RM-4820, RM-4821 and
RM-48212) .

With respect to the above description, it is to be
realized that the optimum formulations and methoda of the
invention are deemed readily apparent and obvious to one

pkilled in the art, and all equivalent relationships to those

described in the specification are intended to be encompassed
by the present invention.

Therefore, the foregoing is considered as 1llustrative
only of the principles of the inventionm. Further, since

18
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numerous modifications and changes will readily occur to those
skilled in the art, it is not desired to limit the invention
to the exact construction and operation shown and described,
and accordingly, all suitable modifications and equivalents
may be resorted to, falling within the scope of the invention.

Certain references, patents and other printed
publications have been referred to herein: the teachings and
scope of each of sald publications are hereby incorporated in
their respect entiretiles by reference. '

Now that the invention has been described:

15
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¥What 18 claimed is:
1. A compound according to formula (IIX):

(III)

in which

R; is a halogen atom, and

Rz -Rs are independently hydrogen, hydroxyl, C,-C
alkyl, -C,-C, alkoxy, acyloxy, nitro, halogen, -C(O)R,
where R7 is -Cl1-C4 alkyl, or aromatic including salts
and hydrates of these compounds.

2. A compound as in claim 1, wherein at least one of R;
-R¢ 18 other than hydrogen.

~

3. A compound as in claim 1, wherein at least one of Rj
-Rg¢ is hydroxyl.

4. A compound as in clalm 3, wherein said at least one
hydroxyl 1s in the ortho position.

5. A compound as in claim 3, wherein the remainder of R;
-R¢ are hydrogen.

6. A compound as in claim 1, wherein at least two of R;
-Rg are other than hydrogen.

20
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7.

10.

11.

12.

13.

1a.

A compound as in claim 1, wherein one of Rs -R¢ is
hydroxyl, and the remainder of R; -R¢ are
independently hydrogen, C,-C¢ alkyl, -C;-C, alkoxy,
acyloxy (preferably acetoxy or propionoxy), nitro,
halogen, -C{O)R; where R7 is -C1-C4 alkyl, or
aromatic, including salte and hydrates of these
compounds .

A compound ae in claim 1, wherein cne of R -R¢ is
hydroxyl, and at least one of R; ~Rg 1la 03-C¢ alkyl, -
C1~-C, alkoxy, acyloxy, nitro, halogen, -C{O)Ry where
Ry 18 -C;-C4 alkyl, or aromatic, including salts and
hydrates of these compounds.

A compound as in claim 1, wherein said acyloxy is

acetoxy or proplonoxy, and wherein said aromatic is
phenyl or benzyl, which may be further substituted.

A compound as in claim 1, wherein R; is Br oxr Cl.

A compound as in claim 1, wherein R; -Rs; include no
more than one acyloxy and no more than one halogen.

A compound as in claim 1, wherein two adjacent R; -
Rs together form a benzyl ring.

A compound as in claim 1, wherein one of R; -R¢ 18
hydroxyl, and the remainder of R; -R¢ are
independently hydrogen, C,-C, alkyl, =-C;-C( alkoxy,
acyloxy, or -C(O)R;, where R; 18 -C;-C¢ alkyl,
inecluding salts and hydrates of these compounds.

A compound as in claim 1, selected from the group
conaisting of

21
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2- (acetolyloxy) -3 -methyl-N- (5-bromo-2-
thiazolyl)benzamide (RM4803);

2- (hydroxy) -3-methyl-N- {(5-bromo-2-
thiazolyl)benzamide (RM48195);

2- (acetolyloxy) -N- (5-bromo-2-thiazolyl) benzamide
(RM4820) ;

2- {acetolyloxy) -5-methoxy-N- (S-bromo-2-

thiazolyl)benzamide (RM4821); and

2- (acetolyloxy) -5-methoxy-N- (5-bromo-2-
thiazolyl)benzamide (rRM4822).

15. A compound according to formula (IV):

O-Rao /(\

wherein:
R; is halogen,
Rg 18 -C(O)Ryy, in which Ryp im -C3-Cq alkyl, and
Ry 18 -C;-C¢ alkyl or -C1~Cs alkoxy.

16. A compound as in claim 14, wherein R, is Cl or Br.
17. A compound as in claim 14, wherein Ry is -C(O)Rie, in
which Rip 18 methyl, ethyl, propyl or butyl,

including isomers thereof.

18. A compound &s in claim 14, wherein R; is methyl or
methoxy.

22
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19. A compound as ir; claim 14, selected from the group
congisting of:
2- (acetolyloxy) -3-methyl -N- (5-bromo-2-
thiazolyl)benzamide (RM4803);
2- (acetolyloxy) ~3-methyl-N- (5-chloro-2-
thiazolyl)benzamide (RM4804); and
2- (acetolyloxy) -3-methoxy-N- {5-bromo-2-
thiazolyl)benzamide (RM4806).

20. A pharmaceutical composition comprising as active
agent a compound according to formula (III):

R4

5 (II1)

in which

R, is a halogen atom, and

Ra -Rs are independently hydrogen, hydroxyl, C,-C,
alkyl, -C;-C, alkoxy, acyloxy, nitro, halogen, -C(O)R,
where R7 is -Cl1-C4 alkyl, or aromatic including salta
and hydrates of these compounds.

21. A method for treating viral infections, comprising
administering to a subject in need of treatment an

23
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effective amount of a pharmaceutical composition
comprising as active agent a compound according to
formula (III):

R34\
o
R Re

Rs

(III)

in which

R; ip a halogen atom, and

Ra -R¢ are independently hydrogen, hydroxyl, C,-C,
alkyl, -C,-C, alkoxy, acyloxy, nitro, halogen, -C{O)R,
where R7 1s -C1-C4 alkyl, or aromatic including salts
and hydrates of these compounds.
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(54} Titulo: DERIVADOS HALOGENADQS DE BENZAMIDA

(| (67) Extracto: Un derivado halogenado de benzamida, caracterizado por una mayor especificidad para los
patégenos virales y menos destructores para la microflora intestinal beneficlosa, de acuerdo con la férmula (II1):
en 1a cual R, es un dtomo haldgeno y R; -Rs son independientemente hidrégeno, hidroxllo, C, -C, alquilo, -C4-Cs
alcoxi, aciloxi, nitro, halégeno, -C{O)R; donde R7 es -C1-C4 alquilo © aromitico incluyendo sales e hidratos de
aestos compuestos.
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DERIVADOS HALOGENADOS DE BENZAMIDA

CAMPO DE LA INVENCION

La invencidn se relaciona con derivados halogenados de benzamida y
mas especificamente, con derivados de benzamida caracterizados por una
mayor especificidad para los patdgenos virales y menos destructores para la

flora intestinal beneficiosa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
(2-(acetoliloxi)-N-(5-nitro-2-tiazolilo) benzamida, el compuesto de
formula (1), al cual también se hace referencia como nitrotiazol,
nitazoxanida, o NTZ, se conoce por el uso en el tratamiento y la prevencion
de enfermedades parasitarias, infecciones bacterianas, infecciones
micdticas, diarrea y otros problemas intestinales (Patentes de Estados
Gnidos No. 3,950,351, 4,315,018 y 5,578,621) incluyendo el tratamiento de
trematodos (Patente de Estados Unidos No. 5,856,348). La preparacion de
NTZ se divulga en la Patente de Estados Unidos No. 3,950,351. Las
composiciones farmacéuticas mejoradas para la administraciéon de NTZ se

divulgan en las Patentes de Estados Unidos Nos. 6,117,894 y 5,968,961.
O

A o @

CHg /\ -
o H/(:)\Noz

Se ha postulado que en las bacterias y los protozoarios anaerdbicos,
el NTZ exhibe un modo de accién basado en su grupo nitro por
nitrorreductasas y particularmente en piruvato-ferrodoxina oxidorreductasa
(PFOR), dependiente de la reaccion de transferencia de electrones que son

indispensables para la energia del metabolismo anaerébico. En la
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actualidad no se sabe nada con respecto a la posible forma de accién del

NTZ para helmintios, sin embargo, las enzimas del transporte anaerdbico de

electrones se consideran blancos potenciales y el grupo 5-nitro estd

'cnomprometido en este mecanismo.

Se conoce que los compuestos de acuerdo con la férmula (i), en la
cual uno de R, 5 es -OH y el resto de R,.; siendo H, exhiben una actividad
antiviral y se conocen por el tratamiento de enfermedades virales humanas
como aquellas causadas por citomegalovirus humano, varicela zoster, virus

de Epstein Barr, HSV-I y HSV-II (Patentes de Estados Unidos No.
5,886,013 y 6,020,353).

Yy 4N
Rz H*D\Noz

Rs (11)

Aunque potentes, estos compuestos no son selectivos Unicamente
para patogenos virales. Se describen como que tienen una excelente
eficacia contra parasitos, bacterias y hongos. En la préctica, esto se asocia a
un problema. A saber, en humanos y muchos animales, el intestino
contiene poblaciones de microflora beneficiosa, principalmente compuestas
por bacterias anaerébicas. La administracién oral de compuestos de amplio
espectro como ‘aquellos de la Férmula (II) mata la flora bacteriana del
intestino y puede generar complicaciones sqcundarias, incluyendo diarrea,
requiriendo un tratamiento posterior.

Por consiguiente existe la necesidad de compuestos terapéuticos que
sean mas selectivos para los patogenos virales. Més preferiblemente, estos
compuestos deben poseer una actividad antiviral, pero deben estar
sustancialmente desprovistos de actividad antibacteriana y antiparasitaria,
"por lo menos en cuanto que eviten efectos nocivos sobre la microflora

beneficiosa del intestino cuando se administran de forma oral.

SR
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La presente invencion satisface esta necesidad y mds, como serd
aparente para una persona con destrezas ordinarias, cuando lea la siguiente

divulgacion y los ejemplos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con derivados antivirales de
benzamida que son mdis selectivos para los patégenos virales y por
consiguiente causan unos efectos nocivos reducidos sobre la microflora
beneficiosa del intestino cuando se administran de forma oral.

En un primer aspecto, la invencion se hace en forma sorprendente al
reemplazar el radical nitro, que hasta la fecha se creia era la clave para la
actividad del NTZ, con un itomo halégeno. Esta sustitucion se puede
realizar en cualquiera de los 2-benzamido-5nitro-tizaoles que se conoce que
son terapéuticamente efectivos (donde el anillo de bericeno se puede
sustituir de forma variada). Sorprendentemente, los compuestos
halogenados novedosos conservan sus propiedades antivirales, pero carecen
de vna actividad contra la microflora bacteriana del intestino cuando se
administran de forma oral.

Ejemplos ae estos 2-benzamido-Snitro-tizaoles conocidos, que son
analogos de los compuestos de ]a presente invencién, (nicamente difieren
en que de conformidad con la presente invencién, el grupo nitro se extrae y
se reemplaza con un atomo haldgeno, se describen de forma extensa en las
Patentes de Estados Unidos citadas arriba y en la Patente de Estados Unidos
No. 5,886,013 en particular, cuya divulgacién se incorpora a la presente por
referencia.

La presente invencién dispone ademds compuestos (5-halo-2-

tiazolilo) benzamida de acuerdo con la férmula (TU):
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R5 (III)

en la cual

R, es un 4tomo haldgeno, preferiblemente F, Cl, Br, o I, mas
preferiblemente Br o Cl, més preferiblemente Br y

R; - Rg son independientemente hidrdgeno, hidroxilo, C,-C, alquilo, -
C-C4 alcoxi, aciloxi (preferiblemente acetoxi o propionoxi), nitro,
halégeno, -C(O)R; donde R; es -C;-C; alquilo, o aromitico
(preferiblemente fenilo o bencilo sin sustituir o sustituido), incluyendo sales
e hidratos de estos compuestos.

Preferiblemente, uno de R, —R; es hidroxilo.

Preferiblemente por lo menos uno de R, —Rs es diferente de
Hidrégeno y més preferiblemente por lo menos dos de R; -Rg son diferentes
de hidrégena.

Dos R; -Rs adyacentes conjuntamente pueden formar un anillo
bencilo. Preferiblemente, R, -Rg incluyen no més de un aciloxi y no més de
un halogeno. La presente invencion dispone ademés compuestos antivirales

de acuerdo con la férmula (I'V):

=X
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en la cual R, es un dtomo halégeno, Ry es -C(O)R,y, donde R, es -C-C,
alquilo y Ry es -C,-C, alquilo o -C;-C, alcoxi, incluyendo sales e hidratos
de estos compuestos.

La invencion dispone ademds composiciones farmacéuticas
antivirales comprendiendo un compuesto de Formula (II) o (IV) y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Finalmente, la invencién dispone un método para tratar o prevenir
una infeccién viral en un individuo animal o humano, el método
comprendiendo administrar al citado individuo por lo menos una dosis de la
composicion farmacéutica comprendiendo una cantidad efectiva del

compuesto antiviral de acuerdo con la férmula (1D o (IV) y un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

DESCRIPCION DETALLADA

Los compuesios de la presente invencidon incluyen aquellos de

acuerdo con la formula (ITI):

(I1T)

en la cual

R, es un atomo halégeno, preferiblemente F, Cl, Br, o I, mas
preferiblemente Br o Cl, mds preferiblemente Bry
' R; R son independientemente hidrégeno, hidroxilo, C,-C, alquilo, -
C;-Cy alcoxi, aciloxi (preferiblemente acetoxi o propionoxi), nitro,

halégeno, -C(O)R; donde R; es -C,-C; alquilo, o aromaético

24
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(preferiblemente fenilo o bencilo, que se pueden sustituir de nuevo),
incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

Preferiblemente, uno de R, -R; es hidroxilo.

Preferiblemente por lo menos uno de R, -R; es diferente de hidrégeno
y mas preferiblemente por lo menos dos de R; -Rg son diferentes de
l;{drégeno.

Dos R; -R¢ adyacentes conjuntamente pueden formar un anillo
bencilo. Preferiblemente, R; -R¢ incluyen no mas de un aciloxi y no mas de
un haldégeno. Los compuestos de acuerdo con la presente invencidn se

ilustran en la siguiente lista no limitante:

Nimero de | Estructura Peso Férmula
Cédigo Molecular | Molecular
RM-4803 355.21 C|3H|1BIN203S
CHy
Ha ulzs1 Br
RM-4804 31075 CiaH 1 CIN,O;S
g 1 AN
HaC S Cl
RM-4806 . 371.21 C|3H| 1BerO4S

RM-4819 H 313.17 CuiHyBrN,O,8
H!c ] Br

RM-4820 341.18 C2HgBrN; 0,8
G,
8 Br
RM-4821 . 355.21 C|3H1 [Berogs
CH,
S Br
CHa
RM-4822 ' 355.21 C|]H| |BI‘N10;|S
3y I AN
L] Br
HaC

%



WO 2006/031566 PCT/US2005/031868
RM-4826 H 3\ 313.17 C1HoBrN;0O,S
T s B
CHa
Nimero de | Estructura Peso Foérmula
Cdédigo Molecular | Molecular

RM-4827 H 333.59 Ci1oHBrCIN,;O,S
Cl S Br

RM-4831 H “/EX 317.13 C,0HgBrFN,0O,S

RM-4832 299.14 C,0H7BrN;O,;8

RM-4833 329.17 Cl |H9BIN20:|S

RM-4834 §H 3 ul—)\ 329.17 C; HyBrN,0,8
S Br

OCH;,
RM-4835 H 284.72 C11HoCIN,O58
' g a
Hyl
RM-4836 H ) 284.72 C11HyCIN,O5S
NG
OCHs
RM-4838 H 3\ 333.59 C,¢HBrCIN,0O,S
8 Br

A('l/
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Numero de | Estructura Peso Férmula
Cdédigo Molecular | Molecular
RM-4839 H @ 333359 C,0HsBrCIN;O,S
] Br
Cl
RM-4840 H ) 378.04 CioHgBraN,O,S
ﬂ/{s Br
Br_

Los ejem;-)los preferidos de compuestos en la Férmula (III) incluyen:
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4803);
2:(hidroxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4819);
2-(acetoliloxi)-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4820);
2-(acetoliloxi)-5-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4821); y
2-(acetoliloxi) -5-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4822).

Ademas se descubri6é que los compuestos con un radical hidroxilo en
la posicion orto del anillo de benceno tienen una buena eficacia. De este
modo, entre los anteriores compuestos ilustrativos, se prefieren los
siguientes compuestos: RM-4819, RM- 4826, RM-4827, RM-4831, RM-
4832, RM-4833, RM-4834, RM-4835, RM-4836, RM-4838, RM-4839,
RM-4840.

Los compuestos de acuerdo con la invencién preferiblemente

incluyen aquellos de férmula (IV):

donde:

4>
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R, es hal6geno, preferiblemente F, Cl, Br, o 1, mas preferiblemente Br
o Cl, més preferiblemente Br,

Rs es -C(O)R,y, en la cual Ryg es —C;-C, alquilo. R,p incluye metilo,
etilo, propilo y butilo, incluyendo isdmeros del mismo. Se prefiere metilo,
donde el radical de benzamida es acetoliloxi, y

Ry es -C-C, alquilo o -C,-C, alcoxi. Se prefieren metilo y metoxi.
Metilo es el mas preferido.

Los ejemplos de compuestos en la Férmula (IV) incluyen:
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4803);
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-cloro-2-tiazolilo)benzamida (RM4804) y
2-(acetoliloxi)-3-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4806).

. Las composiciones de la presente invencidn se pueden formular como
fo-rmas de dosis solidas o liquidas, o como pastas o unglientos, y
opcionalmente pueden contener otros ingredientes activos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
comprenden un excipiente farmacéuticamente aceptable, el cual no se limita
de forma particular, e incluyen un amplio rango de excipientes conocidos
por aquellos con destrezas ordinarias en el arte, e incluyendo agentes
hidratantes o dispersantes (Patente de Estados Unidos 5,578,621), derivados
de almidén (Patente de Estados Unidos 5,578,621), excipientes y similares.
Opcionalmente las incorporaciones en forma de tableta pueden comprender
un recubrimiento de una sustancia que constituye una cubierta entérica, es
decir, una cubierta que sustancialmente es insoluble en las secreciones

éﬁstricas pero sustancialmente soluble en los fluidos intestinales.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de -

acuerdo con la formula (I1I) o (IV) se formulan preferiblemente para una
administracion oral y opcionalmente vienen en forma de un liquido, por
ejemplo una emulsidn o una solucién o una suspensién en agua o en aceite
como aceite de arachis u otro liquido. Se pueden preparar unas
formulaciones micelares no acuosas de acuerdo con el método divulgado en
" la Patente de Estados Unidos 5,169,846. Alternativamente, se pueden

fabricar tabletas, por ejemplo, de acuerdo con los siguientes pasos:

=X
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granulacién himeda, secado y compresién. Normalmente la pelicula de la
cubierta estd compuesta por solventes organicos.

El término “antiviral selectivo” como se utiliza en la presente
significa que a unas dosis efectivas para la prevencion o el tratamiento de
u;la enfermedad viral, la actividad es mas antiviral que antibacteriana,
antimicética, antiparasitaria y la flora intestinal del individuo no se altera a
los niveles esperados con antibidticos de amplio espectro.

El tratamiento antiviral preferido o las dosis profilicticas de los
compuestos de la presente invencién pueden depender del peso del
individuo y una persona con destreza en el arte las puede deducir sin
indebida experimentacién por referencia a los siguientes ejemplos, los
cuales se establecen con fines de ilustracion y su intencion no es limitante.

=

EJEMPLO 1: PRUEBAS CONTRA LOS VIRUS
METODOS

Virus no hepaticos

Cultivos Celulares y Tratamientos. Se cultivaron células de carcinoma
laringeo HEp-2, rifion de mono 37RC, MA104 y células VERO, Madin-
Darby rifién canino (MDCK) y adenocarcinoma mamario (A72) a 37°C en
una atmésfera de CO, al 5% en medio RPMI (Gibco-Invitrogen, Carlsbad,
CA), complementado con suero fetal de ternero al 10% (FCS), 2 mM de
glutamina y antibidticos. Los compuestos disueltos en solucién matriz
DMSO (50 mg/ml) se diluyeron en medio de cultivo y se agregaron a las
células infectadas inmediatamente 1 hora después del periodo de absorcién.
Los compuestos se mantuvieron en ¢l medio durante el experimento. I;os

controles recibieron cantidades iguales de diluyente DMSO. Cada

concentracion de cada compuesto se probd en duplicado y cada

experimento se repitié dos veces.
Virus de Infeccion y Titulos. Se utilizaron los siguientes virus: Influenza

A: cepa Puertorico (PRg); Paramixovirus (Parainfluenza): virus Sendai

(SV); Rhabdovirus: Virus de Estomatitis Vescicular (VSV); Rotavirus:

10
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Rotavirus SA-11 de Simio (SA- 11); Herpes Simplex virus tipo 1: cepa F1
(HSV-1); Coronavirus: coronavirus canino cepa S-378 (CCoV). Unas
monocapas de células confluyentes se infectaron con el virus Influenza A
(células MDCK) o parainfluenza SV (células 37RC) durante | h a37°C a
una multiplicidad de infeccion (m.oi.) de 5 HAU (Unidades
Hemaglutinantes) /10° células. Alternativamente, unas monocapas de
células confluyentes se infectaron con HSV-1 (células HEp-2), VSV
(células MA104), CCoV (células A72) o Rotavirus SA-11 (células MA104)
durante | h a 37°C a una m.o.i. de 5 PFU (Unidades Formadoras de Placa)
/10° células para HSV-1, células VSV y CCoV y | PFU/105 para SA-11.
Despues del periodo de absorcion, se retird el lnéculo viral y las monocapas
de las células se lavaron tres veces con soluclon amortiguadora de fosfato
salina (PBS). Las células se mantuvieron a 37°C en un medio de cultivo
apropiado conteniendo PCS al 2% en presencia del compuesto de prueba o
el diluyente de control. El rendimiento del virus se determiné 24 horas post
infeccion (p.i.) mediante titulacion de hemaglutinina (WSN, PRS8, SV y
SA-11) o analisis de CPE al 50% (VSV, HSV-1 y CCoV), de acuerdo con
los procedimientos estdndar (Amici, C, Belardo, G., Rossi, A. & Santoro,
M.G. Activation of IxB kinase by Herpes Simplex virus tipo 1. A novel
target for anti-herpetic therapy. J. Biol. Chem. 276, 28759-28766 (2001) y
Bernasconi, D., Amici, C, La Frazia, S., [anaro, A. & Santoro, M.G. The
IxB kinase es a key factor in triggering Influenza A virus -induced

inflammatory cytochine production in airway epithelial cells. J. Biol. Chem.
280, 24127-24134 (2005)).

Joxicidad Celular. La viabilidad celular se determina mediante el anilisis
de conversidn 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, S5-bromuro difeniltetrazolio
(MTT) a MTT formazano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Para el analisis
MTT, se extrajo MTT (formazano) reducido de las células al agregar 100 pl
de isopropanol acidico conteniendo Triton X400 al 10%, y se midi6 la
absorciéon de i_'ormazano en una lectora de microplaca ELISA a dos

longitudes de onda diferentes (540 y 690 nm).

11
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Virus Hepatitis B

Se efectuaron unos andlisis de Virus Anti-Hepatitis B (HBV) y una
evaluaci6n de citotoxicidad en un andlisis de 9 dias en la estirpe celular que
produce el hepatoblastoma humano en forma crénica, 2.2.15, como se
describi6é anteriormente (Korba, B.E. & Gerin, I.L. Use of a standardized
cell culture assay to assess activilies of nucleosides analogues against

hepatitis B virus replication. Antivir. Res. 19, 55-70 (1992)).

Virus Hepatitis C

Se efectuaron unos andlisis de Virus Anti-Hepatitis C (HCV) y una
evaluacion de citotoxicidad en un anélisis de 3 dias en el replicon HCV
conteniendo la estirpe celular del hepatoblastoma humano, AVAS (Okuse,
C, Rinaudo, J.A., Parrar, K., Wells, F. & Korba, B.E. Enhancement of
antiviral activity against hepatitis C virus in vitro by interferon combination
therapy. Antivir. Res. 65, 23-34 (2005)) como se describid anteriormente
(Blight, K.J., Kolykhalov, A.A. & Rice, CM. Efficient initiation of HCV
RNA replication in cell culture. Scierce 290, 1972-1974 (2000)).

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CONTRA LOS VIRUS

Tabla 1. Actividad de RM-4803 y RM-4819 contra los virus en un cultivo

celular.

ECso (uM) /ST
Virus RM4819 RM4803 Cultivo

Celular
Rotavirus: Rotavirus SA-11 de  0.3/>500 0.06/>2500 MA104
simio
Influenza A: cepa PR8 9.6/>17 2.8/>50 MDCK
Paramixovirus: virus Sendai 1.3/>125 1.1/>125 37RC

12
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Coronavirus: canino 4.9/>33 4.2/13 AT72 4())
coronavirus cepa S-378

Rhabdovirus:  Virus de 1.6/>100 2.8/>50 MA104
Estomatitis Vesicular

Herpes Simplex tipo 1: 0.6/>250 5.6/3 HEp-2

cepa F1

ECsp = concentracion de farmaco a la cual se observé una depresion de dos
plegamientos de ADN o ARN viral (relativo a los niveles promedio en los
cultivos sin tratar). CCsp = concentracion de fairmaco a la cual se observé
una depresion de dos plegamientos de MTT reducido relativo a los niveles

promedio en los cultivos sin tratar. SI (indice de selectividad) = CCsq /
ECso.

Tabla 2. Actividad de otros compuestos contra paramixovirus: virus Sendai

en un Cultivo Celular

Paramixovirus: Virus Sendai
Compuesto ECso (yid) ‘ S1
RM-4820 _ 0.34 35
RM-4821 0.36 >50

RM-4822 ' 0.36 7

ECsp = concentracion de farmaco a la cual se observd una depresion de dos
plegamientos de ARN viral (relativo a los niveles promedio en los cultivos
sin tratar). CCsp = concentracion de firmaco a la cual se observd una
depresion de dos plegamientos de MTT reducido relativo a los niveles

promedio en los cultivos sin tratar. Sl (indice de selectividad) = CCsq/ ECs

Tabla 3. Actividad de compuestos contra la replicacion HBV en Cultivo
Celular 2.2.15.

13
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ADN Virién HBVR.1. Indice de

Extracelular Intracelular Selectividad

Compuesto ECs ECgg ECsp ECoy CCsp Viribn R.

M) @M @M M) M) L
Lamivu-  0.058+0 0.164+0 0.172£0 0.660+0 2229+7 1295 33
dina - .006 015  .020  .0GB 6 9 77
RM43803 63+ 15 12&  50= >67 >2
07 1.1 1.5 5.5 >1000% 0
RM4819 35+ 90 76+ 22% >4

0.5 +0.8 0.9 2.6 >10008  >111 6

Los valores_ presentados (+ desviaciones estindar [S.D.]) se calcularon
mediante el analisis de regresion lineal utilizando datos combinados de
todos los cultivos tratados. Las S.D. se calcularon empleando el error
estindar de regresidén generado por los andlisis de regresién lineal
(QuattroPro™). ECsp, ECy = concentracién de firmaco a la cual se
observo una depresion de 2 plegamientos o de 10 plegamientos del ADN de
HBV (relativo a los niveles promedio: en cultivos sin tratar),
respectivamente. CCsp = concentracién de firmaco a la cual se observé una
d;presién de 2 plegamientos de absorcion de tinte rojo neutro (relativo a los
niveles promedio en cultivos sin tratar). Se emplearon los valores ECg para
calcular los {ndices de Selectividad [S. I.] puesto que se requiere por lo.
menos una depresion de 3 plegamientos de niveles de HBV para alcanzar
un significado estadistico en este sistema de andlisis. HBV RI. =

intermedios de replicacion intracelular de ADN de HBV.

¥ No se observaron efectos citotéxicos significativos hasta en la

concentracién mas alta indicada.
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Tabla 4. Actividad de compuestos contra la replicacién del virus de g
hepatitis C en Cultivo Celular AVAS,

Compuesto  CCsp(pM)  ECsp(uM)  ECoo(uM)  Indice de

_ Selectividad
a- > 10,000* 22 - BS+  >4,545
Interferon _ 0.2* 0.6*
Ribavirin 61 £2.9 94+ 10 >100° 0.6
RM4803 282 + 21 37+2.7 98+ 9.3 7.6
RM4819 164 + 18 8.9:x0.7 79+ 8.2 18

Los valores presentados (+ desviaciones estindar [S.D.]) se calcularon
mediante el analisis de regresion lineal utilizando datos combinados de
todos los cultivos tratados. Las S.D. se calcularon empleando el error
estandar de regresion generado por los andlisis de regresion lineal
(QuattroPro™). ECs, ECy = concentracién de firmaco a la cual se
observé una depresion de 2 plegamientos o de 10 plegamientos del ARN de
HBV (relativc a los niveles promedio en cultivos sin tratar),
respectivamente. CCsp = concentracién de fAirmaco a la cual se observé una
depresion de 2 plegamientos de absorcion de tinte rojo neutro relativo a los
niveles promedio en cultivos sin tratar. fndice de Selectividad =

CCso/ECsp.

* Los valores de interferon se expresan como “IU/ml”.
¥ No se observaron efectos citotoxicos significativos hasta en la

concentracion mds alta indicada.

EJEMPLO 2: PRUEBAS CONTRA BACTERIAS ANAEROBICAS
Métodos. Recientes aislados anaerdbicos clinicos (2000 a la fecha)

comprendian el grupo de 40 B.fragilis, 26 Prevotella/Porphyromonas, 28

fusobacteria, 16 cocci anaerSbicos gram-positivos, 14 bacilos gram-

15



WO 2006/031566

ol

PCT/US2005/031868

positivos anaer6bicos no formadores de esporas y 18 Clostridia. Se empleo

una dilucién en agar CLSI metodologia MIC con agar sangre enriquecida

Brucella e indculos de 1 x 10° cfu/mancha. Las placas se incubaron en una

caja de guantes anaerdbica a 35°C durante 48 h.

Resultados. Los valores MICsq /MICyg (ug/ml) fueron los siguientes:

Férmaco |B.fragil-is{Prev/Porp |Fuso- Gram |Gram |[Clost (Todos
gp (40) |hy (26) bacteria [+ cocci |+ rid-ia  |(142)
(28) (16) bacilos |(18)
(14)
Nitazo- {2/4 4/8 1/4 0.5/2 16/>32 10.5/4 2/4
xanida
Tizoxa- |2/4 2/16 0.5/2 0.5/1 8/>32 (0.25/2 |2/4
nida
RM 4803 [>32/>32 [|>32/>32 [>32/>32 |>32/>32>32/>3 |>32/>32 [>32/>32
2
RM 4819 [>32/>32 [>32/>32 [>32/>32 |>32/>32[>32/>3 [»32/>32 >32/>32
2
Amoxi- |1/4 0.06/0.5 |0.5/4 0.125/0. 10.25/1. [0.125/1. [0.5/2.0
gilina- 5 0 0
icido
clavu- -
lanico
Clinda- [2/>32 0.015/<0.0 {0.06/0.1210.125/0. |0.125/4 {1>32  {0.125/8.
micina 15 5 5 0
Metronida|l/ 2 0.5/2 0.25/0.25(0.5/1.0 >16/>1 |0.25/2 |1.0/2.0
-zol 6

Los resultados mostraron que la nitazoxanida, tizoxanida, potente contra

todos los grupos de bacterias anaerdbicas excepto para los bacilos gram-

positivos anaerébicos incluyendo lactobacilli (los cuales en realidad son en
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su mayoria microaerdfilos). En contraste, RM 4803 y RM 4819 mostraron

una actividad poco significativa

EJEMPLO 3 - ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Los compuestos de la Férmula (IV) de la presente invencion exhiben
una potente actividad antiviral, como se muestra en la Tabla 5.

Los valores ECsp (ug/tnL) para 2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-
tiazolilo)benzamida  (RM4803), 2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-cloro-2-
-tfétzolilo)benzamida (RM4804) y 2-(acetoliloxi)-3-metoxi-N-(5-bromo-2-
tiazolilo)benzamida (RM4806), en Rhinovirus Humano Tipo 39 (HRV-39),
y virus influenza H3N2, tipo A, utilizando un analisis de inhibicion de
multiples ciclos CPE en OH-1 Hela y en monocapas celulares Madin Darby
rifion canino (MDCK), respectivamente, se midieron mediante métodos
microscépicos y espectrotfotométricos. Se incluyd Pirodavir y Oseltamivir
como controles positivos.

Tabla 5. Actividad de RM-4803, RM-4804 y RM-4806 con los virus en

monocapa celular

Rhinovirus Humano Tipo Virus Influenza A
.. 39 MDCK
Compuesto OH-Hela 0% EMEM + Hepes +
2% McCoys + Hepes Tripsina
Solucién Amortiguadora Microscopico
Microscopico Espectrofotémetro
Espectrofotometro
R,=Br
R4 - metilo 0.06 0.03 045 0.18
R; = metilo
(RM 4803)
Ri=Cl
R, - metilo 0.57 032 093 0.57
R3 = metilo
(RM 4804)
R;=Br

17
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R4 =metilo 5.0 4.0 046 0.57
Ry=

metoxi

(RM 4806) :

Pirodavir 0.007 0.004 NA NA
Oseltamivir NA NA 0.13-0.17 0.08-0.36

EJEMPLO 4 - ACTTVIDAD ANTI-VIRAL SELECTIVA

Los compuestos identificados arriba de acuerdo con la férmula (I1V)

se probaron mediante medios convencionales contra Trichomis vaginalis,
Giardia Intestinales y Trypanosoma brucei. E-(acetoliloxi)-3-metil-N—(5-
bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4803), 2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-
cloro-2-tiazolilo)benzamida (RM4804) y 2-(acetoliloxi)-3-metoxi-N-(5-
bromo-2-tiazolilo) benzamida (RM4806) no lograron exhibir una actividad
antiparasitaria contra Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis, o
Trypanosoma brucei a concentraciones de por lo menos 50 pg/mL.

Por consiguiente, se ha demostrado que de conformidad con la

presente invencidn, se pueden disponer compuestos novedosos que por lo
general se caracterizan por una actividad antiviral selectiva.
- Como un beneficio adicional, se descubrié que los compuestos de
benzamida con sustitucion halégena de arriba son efectivos contra los
protozoarios intracelulares incluyendo Cryptosporidium spp., Neospora
spp. y Sarcocystis neurona (RM-4820, RM-4821 y RM-4822).

Con respecto a la anterior descripcion se deberd entender que las
formulaciones y los métodos Optimos de la invencidon se consideran
facilmente aparentes y obvios para una persona con destreza en el arte y
todas las relaciones equivalentes a aquellas descritas en la especificacion se
entienden como comprendidas dentro de la presente invencidn.

Por Jo tanto se considera que lo anterior es linicamente ilustrativo en
cuanto a los principios de la invencion. Ademés, puesto que a las personas
con destreza en el arte facilmente se les podrdn ocurrir numerosas

modificaciones y cambios, no se desea limitar la invencién a la



WO 2006/031566 PCT/US2005/031868

construccién exacta y a la operacibn mostrada y descrita, y por
consiguiente, se podra recurrir a todas las modificaciones y sus equivalentes
que se encuentren en el Ambito de la invencidn.

En la presente se han citado ciertas referencias, patentes y otras
publicaciones escritas: las ensefianzas y el ambito de cada una de las citadas

publicaciones se incorporan en la presente, en su totalidad seglin sea

pertinente por referencia.

Ahora que se ha descrito la invencién:

19
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Lo que se reivindica es:

Un compuesto de acuerdo con la férmula (ITI):

SR
Raw H/ksj\l:h

R
Rs °

Rs (II1)

en la cual
R, ¢ un dtomo halbgeno y

Rz -R¢ son independientemente hidrégeno, hidroxilo, C,-C, alquilo, -

C,-C, alcoxi, aciloxi, nitro, halégeno, -C(O)R; donde Ry es -C;-C, alquilo,

o aromético incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

Un compuesto como en la reivindicacién 1, donde por lo menos uno

de R, -Rg es diferente de hidrogeno.

Un compuesto como en la reivindicacion [, donde por lo menos uno -

de R,—Rg es hidroxilo.

Un compuesto como en la reivindicacion 3, donde por lo menos uno

del citado hidroxilo estd en la posicion orto.

Un compuesto como en la reivindicacién 3, donde el resto de R, —Rg

son hidrogeno.

Un compuesto como en la reivindicacién |, donde por lo menos dos

de R; -R¢ son diferentes de hidrogeno.

20
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10.

11
12.

13.

14.

Un compuesto como en la reivindicacion 1, donde uno de R, -R¢ es
hidroxilo y el resto de R, —R¢ son independientemente hidrégeno, C;-
Cs alquilo, -C-C; alcoxi, aciloxi (preferiblemente acetoxi o
propionoxi), nitro, haldgeno, -C(O)R; donde R; es -C;-C; alquilo, o

aromatico, incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

Un compuesto como en la reivindicacion 1, donde uno de R; -R¢ es
hidroxilo y por lo menos uno de R; -Rg es C,-C; alquilo, - C;-C,
alcoxi, aciloxi, nitro, halogeno, -C(O)R; donde R, es —C,-C, alquilo,

o aromatico, incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

Un compuesto como en la reivindicacién 1, donde el citado aciloxi es
acetoxi o propionoxi y donde el citado aromatico es fenilo o bencilo,
que se puede sustituir de nuevo.

-~

Un compuesto como en la reivindicacion 1, donde R; es Br o Cl.

Un compuesto como en la reivindicacién 1, donde R;-Rg incluyen no

mas de un aciloxi y no més de un haldgeno.

Un compuesto como en la reivindicaciéon 1, donde dos R; - Rs

adyacentes conjuntamente forman un anillo bencilo.

Un compuesto como en la reivindicacion 1, donde uno de R; -Rg es
hidroxilo y el resto de R; -Rg son independientemente hidrégeno, C;-
C, alquilo, -C-C4 alcoxi, aciloxi, o -C(O)R; donde Ry es -C;-C,

alquilo, incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

Un compuesto como en la reivindicacion ], seleccionado entre el
grupo conformado por
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4803);
2-(hidroxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4819);

a1
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2-(acetoliloxi)-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4820);
2-(acetoliloxi)-5-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida
(RM4821)y
* 2-(acetoliloxi)-5-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida

(RM4822).

15.  Un compuesto de acuerdo con la formula (IV):

donde: _
R, es hal6geno,
Rg es -C(O)R;o, en la cual R,y es -C;-C,4 alquilo y Ry es —C;-C4

‘a-llquilo o -C-C, alcoxi.
16. Un compuesto como en la reivindicacion 14, donde R, es Cl o Br.

17.  Un compuesto como en la reivindicacién 14, donde Ry es -C(O)R o,

en la cual Ry es metilo, etilo, propilo o butilo, incluyendo isémeros

de fos mismos.

18. Un compuesto como en la reivindicacion 14, donde Ry es metilo o

metoxi.

19.  Un compuesto como en la reivindicacién 14, seleccionado entre el

grupo conformado por
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida (RM4803);
2-(acetoliloxi)-3-metil-N-(5-cloro-2-tiazolilo)benzamida (RM4804) y

22
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2-(acetoliloxi)-3-metoxi-N-(5-bromo-2-tiazolilo)benzamida
(RM48006).
20. Una composicion farmacéutica comprendiendo como agente activo

un compuesto de acuerdo con la férmula (IT]):

Rs (I1T)

en la cual

R, es un dtomo halégeno y

Rz2-Rg son independientemente hidrégeno, hidroxilo, C,-C, alquilo, -
C-C4 alcoxi, aciloxi, nitro, haldgeno, -C(O)R; donde R; es -C;-Cq

alquilo, o aromatico incluyendo sales e hidratos de estos compuestos.

2].  Un método para tratar infecciones virales comprendiendo administrar
a un individuo que requiera el tratamiento, una cantidad efectiva de
una composicion farmacéutica comprendiendo como agente activo un

compuesto de acuerdo con la férmula (1IT):

(ITI)

en la cual

23
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R, es un atomo halégeno y R, -R¢ son independientemente hidrégeno, 5 _
hidroxilo, C,-C, alquilo, -C,-C; alcoxi, aciloxi, nitro, halégeno, -C(O)R;
donde Ry es -C,-C, alquilo, 0 aromatico incluyendo sales e hidratos de estos

compuestos.
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oficio No. e e 07 9335

Como resultado del examen de forma, reallzado con fundamento en el articulo 38 de
la Declsién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT}, regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en qua consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declalém 486. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, deben
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del CSdigo
de Procedimiento Civil.

2. La s8olicitud no contlene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacitm legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persoma juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisisn 486, se le
requiere para qua dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormemte enunclados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
@), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

divisién de Nuevas Creacliones (E)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién lista de

acpan 000200



