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DERIVADOS DE LOS NUCLEOSIDOS SUSTITUIDOS EN 4'-AZIDO, 3'-FLUORO
COMO INHIBIDORES DE LA REPLICACION DEL RNA DEL VHC

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion hace referencia a derivados de nucledsidos como
inhibidores de la replicacion del replicon del RNA del VHC. En particular, la
presente invencion hace referencia a la utilizacion de los derivados de nucledsidos
de purina y pirimidina como inhibidores de la replicacién del RNA del virus de la
hepatitis C (VHC) subgendémico, y a las composiciones farmacéuticas que
contienen tales compuestos.

El virus de la hepatitis C es la principal causa de la enfermedad hepatica
cronica en todo el mundo. Los paciente infectados con el VHC estan en riesgo de
desarrollar cirrosis hepatica y subsiguientemente un carcinoma hepatocelular y, por
tanto, el VHC es la indicacion principal de trasplante de higado. Actualmente, solo
existen dos terapias aprobadas disponibles para el tratamiento del la infeccidn del
VHC (R. G. Gish, Sem. Liver. Dis., 1999, 19, 35). Estas son la monoterapia con el
interferon-a. y, mas recientemente la terapia en combinacién del analogo del
nucledsido, ribavirina (Virazole), con interferon-o.

Muchos de los farmacos aprobados para el tratamiento de las infecciones
virales son nucledsidos o analogos de los nucledsidos y muchos de estos farmacos
analogos de nucleosidos inhiben la replicacion viral, seguido de la conversion de los
trifosfatos correspondientes, mediante la inhibicién de las enzimas de la polimerasa
viral. Habitualmente, esta conversion al trifosfato estd mediada por quinasas
celulares y, por consiguiente, la evaluacion directa de los nucledsidos como
inhibidores de la replicacién del VHC solo se lleva a cabo convenientemente
mediante la utilizacién de ensayos basados en células. Para el VHC existe una falta
en la disponibilidad de un ensayo de la replicacion viral basado en células
verdadero o un o modelo animal de la infeccion.

El virus de la hepatitis C pertenece a la familia Flaviridae. Se trata de un
virus de RNA y el genoma de RNA codifica por una poliproteina grande que, tras el
procesamiento, produce la maquinaria de replicacion necesaria para asegurar la

sintesis de la progenie de RNA. Se cree que la mayoria de las proteinas no
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estructurales codificadas por el genoma de RNA del VHC estan involucradas en la
replicacion del RNA. Lohmann et al. [V. Lohmann et al., Science, 1999, 285, 110-
113] han descrito la construccion de una linea celular de hepatoma humano (Huh7)
en la que se han introducido moléculas del RNA del VHC subgenémico y
demostraron una replicacién con una eficiencia alta. Se cree que el mecanismo de
la replicacién del RNA en estas lineas celulares es idéntica a la replicacion del
genoma del RNA del VHC de longitud completa en hepatocitos infectados. Los
clones de cDNA del VHC subgendmico utilizados para el aislamiento de estas
lineas celulares han formado las bases para el desarrollo de un ensayo basado en
células para la identificacion de los analogos de nucledsidos inhibidores de la

replicacion del VHC.

La solicitud proporciona un compuesto seleccionado a partir de un grupo que
incluye:

(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-
3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato de
isopropilo;

(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-
3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato de
etilo;

(S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-diox0-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-
3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-
propionato de etilo;

(S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-
propionato de isopropilo;

(S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-
propionato de bencilo;

(S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-

propionato de etilo;



(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-o0xo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato  de
isopropilo;

(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-o0x0-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-hidroxi-fosforilamino}-propionato  de
isopropilo; y

(S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-propioniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-
propionato de isopropilo.

La solicitud proporciona un método de tratamiento para la infeccion del
virus de la hepatitis C (VHC) que incluye la administracion terapéuticamente
efectiva de un compuesto con la férmula I.

La solicitud proporciona el método mencionado con anterioridad, que
ademas incluye la administracién de un modulador del sistema inmunitario o un
agente antiviral que inhibe la replicacion del VHC, o una combinacion de los
mismos.

La solicitud proporciona el método mencionado con anterioridad, en el
que el modulador del sistema inmunitario es un interferbn o un interferén
quimicamente derivado.

La solicitud proporciona el método mencionado con anterioridad, en el
que el agente antiviral se selecciona a partir del grupo que incluye el inhibidor de
la proteasa del VHC, el inhibidor del VHC, el inhibidor de la helicasa del VHC, el
inhibidor de la primasa del VHC, el inhibidor de la fusién del VHC y una
combinacion de los mismos.

La solicitud proporciona un método para inhibir la replicacion del VHC en
una célula que incluye la administracién de un compuesto con la férmula I.

La solicitud proporciona una composicion que incluye un compuesto con

la férmula | y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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La solicitud proporciona el uso de un compuesto con la formula | en la
manufacturaciéon del medicamento para el tratamiento del VHC.
La solicitud proporciona un compuesto, una composicion, o un método tal

y como se describe aqui.

Compuestos

En la siguiente tabla se proporcionan algunos ejemplos de compuestos
representativos abarcados por la presente invencion y en el ambito de la invencion.
Estos ejemplos y preparaciones siguientes se proporcionan para permitir que los
expertos en la materia entiendan mas claramente y practiquen la presente
invencion. Estos no deben considerarse limitantes del ambito de la invencidn sino
como meras ilustraciones y representaciones de la misma.

En general, la nomenclatura utilizada en esta solicitud se basa en
AUTONOMTM v.4.0, un sistema computerizado de Beilstein Institute para la
generacion de la nomenclatura sistematica de la IUPAC. Si existe discrepancia
alguna entre una estructura ilustrada y un nombre proporcionado se debe dar mas
peso a la estructura. Ademas, si no se indica la estereoquimica de una estructura o
una parte de una estructura con, por ejemplo, lineas en negrita o discontinuas,
debe interpretarse que la estructura o parte de la estructura abarca todos los
estereoisomeros de la misma.

La tabla | describe algunos ejemplos de compuestos de acuerdo con la

férmula | genérica.

Estructura

Compuesto n° Nombre

1P o (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-
0 ] ( z
#NTP\O / NH (2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-
1 o N—{
+M O |1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
N F ‘o [furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-

fosforilamino}-propionato de

isopropilo




Compuesto n°

Estructura

Nombre

(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-
(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-

-2 @ \ 1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
+N
N oL - .
N F OH furan-2-ilmetoxi]-fenoxi
fosforilamino}-propionato de etilo
( 0 0 0 (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-
I
O#ﬁ;ko / _(NH (2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-
N
-3 N Y 0 |1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
+N
N oL - 4 iy
N F OH furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)
fosforilamino]-propionato de etilo
AP . NH, | (S).2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-
O7N-N-p ¢ N
C B o N_« amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-
N 0 |azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
-4 R ‘oH
furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-
fosforilamino]-propionato de
isopropilo
NH,
SN (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-
L A
o, N ° amino-2-o0xo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-
Q HN'?'O;@,,
oH P )fﬁ OH  |azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
s G
OO N furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-
fosforilamino]-propionato de
bencilo
NH
—~ 1 o 2| (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-
O"N-N-p /N
C B0 o N—( amino-2-o0xo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-
R 0 . . . :
I-6 Q AN azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
N F om

furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-

fosforilamino]-propionato de etilo
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Estructura

Compuesto n° Nombre

(S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-
190 NH, (amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-
)\ N-P’ (/_\< , . . .
o ‘ N |azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-

-7 o~
AN O |furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-
N

N F on fosforilamino}-propionato de

isopropilo

7 o M | (s)-2-11(2R 38,4 5R)-5-(4-
)\OJ\(N_I}) (/_\< N

o N—< amino-2-o0xo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-
+$<j 0 azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-
|'8 N.N N 2
F  OH furan-2-ilmetoxi]-hidroxi-
fosforilamino}-propionato de
isopropilo

0 NH, 5 E_(A
/(O JS/H 0 (/_\( (S)-2-{[(2R 3S,4S,5R)-5-(4

amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-

SRS
Q _‘N+N“ azido-3-fluoro-4-propioniloxi-
-9 S

N
F \/1 tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-
0]

(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-

propionato de isopropilo

Sintesis

Esta solicitud esta relacionada con la publicacion de Smith, David B.;
Kalayanov, Genadiy; Sund, Christian; Winqvist, Anna; Maltseva, Tatiana; Leveque,
Vincent J.-P.; Rajyaguru, Sonal; Le Pogam, Sophie; Najera, Isabel; Benkestock,
Kurt; et al Journal of Medicinal Chemistry (2009), 52(9), 2971-2978.

Esquemas generales

Los métodos descritos con anterioridad se describen con mas detalle a
continuacion:

El nucledsido comercialmente disponible 3’-fluoro-3’-deoxiuridina (1) también
puede prepararse de acuerdo con los procedimientos descritos por Gosselin, G. et
al, Collect. Czech. Chem. Commun. (2006), Vol. 71, N° 7, 991-1010. La yodacion
seguida de la eliminacién del yoduro bajo condiciones basicas puede llevar al

intermediario 3. La introducciéon del grupo acido en la posicion 4’1 en el



intermediario 3, seguido del desplazamiento oxidativo del 5’-yoduro con acido m-

cloroperbenzoico en el intermediario 4 para lograr el 5, puede lograrse de acuerdo

con los métodos descritos por Smith, D. B. et al, J. Med. Chem. (2009), 52(9), 2971-

2978. La desproteccion de los grupos 5 m-clorobenzoilo en el intermediario 5
5 proporciona el intermediario de uridina 6 (Esquema 1).

Esquema 1.

0 0
i P LA
MeCN / piridina MeOH u

F OH ta.12h F OH 70°C,2h F OH
3
0
! 2
o I
I, Bo(Et),NIN, MCPBA M CBA
—_— Iy o —_—
THF / MeCN N Bu,NHSO,
] - -
0-9°C,16 h F DH K,HPO,, ta
18h
Cl1 o0 4 o

El intermediario de citidina 10 se ha descrito por Smith, D. B. et al en J. Med.
10 Chem. (2009), 52(9), 2971-2978. De forma alternativa, el 10 también puede

prepararse eficientemente mediante la via sintética descrita en el esquema 2.

Esquema 2.
[ 0 0
(= e .. Qe (™
. Jﬁﬂ BzCLDMAP JQ:-“ BzONa 5 ‘J“o

] X
N DCM, 0°C, Smin N DMSO o
T AL 0 500,180 3] 0
F ol F © ) F ©O
4 H']i_ 7 b 8 §:>

1H -tetrazol &0 | Jh E_ @
YV of ©  MoH ta 0 )0 ’
e s
(4 CL-PhO)P(=0)CL, _ 16 h N;_“U
'y L ﬂ - -

piridina

15
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El intermediario de guanosina12 puede prepararse mediante la reaccién de

transaminacion a partir del intermediario 8 con guanina protegida seguido de la

reaccion de desproteccion (esquema 3).

Esquema 3.
0
N
O~ (:' e O~ J)\Lm
Ao 0
N
6 S Ak
N;‘ 0 —_— 1.“ \{ H
o BSA, MeCN, 100 °C F O
30 min 11
Hﬁnn
H e
ey o
Ny {
MeOH, ta F OH
16 h
12
Los compuestos de fosforamidato de la presente invencion pueden
prepararse mediante la condensacion del nucledsido 6 o 10 0 12 con un compuesto
de fosfocloridato 11 adecuadamente sustituido en presencia de una base fuerte
(esquema 4). La condensacion puede llevarse a cabo en el nucledsido no protegido
6 o0 10 o 12. El producto acoplado 16 en la férmula | se obtiene inicialmente en
forma de una mezcla de dos diastereédmeros bajo la reaccién de acoplamiento y se
pueden separar en sus enantiomeros quirales correspondientes mediante una
columna quiral, una HPLC quiral o una cromatografia SFC quiral.
Esquema 4.
2b 2a
R£ 8 O...3
IN[ ‘R‘ ‘)b 23
RIOH R\ ¢ 0 RA\R
Cl—li’-Cl — ()-]i’-Cl —_— R\N ()..R3
Cl NEt; éter Cl NEt 0"e 0]
3 1e P (8]
ta, 18 h R
R’
a [
13 o 14 R 1_§ 0. .0 15
HO 0 Ra,O I}I‘P'O N R
N;“‘ terc-BuMgCl 0o R N‘_‘\U RS = Nucleobase (U, C, G)
F\ bH "‘ ! F\\ "()H
6010012 15, THF 16
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La reaccion de condensacién también puede llevarse a cabo en una
nucledsido protegido 6 o 10 0 12. Por ejemplo, el nucledsido 6 puede protegerse en
la posicién 2’ para proporcionar el intermediario 17. La reaccién de condensacion
con el 17 puede llevar al compuesto 18 en la formula | con un rendimiento
mejorado. En el caso de que R5 sea un grupo trietilsililo, el 18 puede desprotegerse
selectivamente para sustraer el 2’-trietilsillo mediante el tratamiento con acido
acético o acido férmico a temperatura ambiente para generar el compuesto 16, en

el que R® es citidina (Esquema 5).

Esquema 5.
NH, NH, R NH,
_ 2a R™I .
I \:L i -\.j;. [}R = D‘_P_‘D‘ I :L
3 .
R _ R~ N N0
N0 N | 0 7
HO—\E R5C1 Ho—w 0] Terc-BuMgCl o M \__,,-\i?
L\.“\' ‘\_\\._l I 3\.
S Y Base 3= 15, THF Ea N
F OH F O-ff R
R*=8iEt, o C[=0)alguilo C1-6
10 17 s (=0lala

Dosificacion y administracion:

Tal y como se muestra con anterioridad en la tabla, los compuestos con la
formula | tienen el potencial de ser eficaces como farmacos antivirales para el
tratamiento de las infecciones por el VHC en humanos, o se metabolizan en
compuestos que muestran tal actividad.

En otra realizacion de la invencion, el compuesto activo o su derivado o sal
pueden administrarse en combinacion con otro agente antiviral, tal como un agente
anti-hepatitis, que incluye los compuestos con la formula I. Cuando el compuesto
activo o su derivado o sal se administran en combinacion con otro agente antiviral,
la actividad puede aumentarse por encima del compuesto parental. Esto puede
evaluarse facilmente mediante la preparacion del derivado y la evaluacion de su
actividad anti-VHC de acuerdo con el método descrito aqui.

La administracion del compuesto activo puede variar desde la administraciéon
continua (goteo intravenoso) hasta la administracion oral varias veces al dia (por
ejemplo, cuatro veces al dia) y puede incluir la administraciéon oral, topica,
parenteral, intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica (lo cual puede

incluir un agente de potenciacion de la penetracion), bucal y mediante supositorio,



10

15

20

25

30

10

entre otra vias de administracion.

Los derivados de nucledsidos sustituidos en 4', asi como sus sales
farmacéuticamente utilizables, se pueden utilizar como medicamentos en la forma
de cualquier formulacion farmacéutica. La formulaciéon farmacéutica se puede
administrar integramente, o bien oralmente, por ejemplo en forma de comprimidos,
comprimidos recubiertos, grageas, capsulas de gelatina duras o blandas,
soluciones, emulsiones, jarabes, o0 suspensiones; o rectalmente, por ejemplo en
forma de supositorios. También pueden administrarse por via parenteral
(intramuscularmente, por via intravenosa, subcutaneamente o con una inyeccion
intraesternal o mediante técnicas de infusion), por ejemplo en forma de inyeccion
de soluciones, nasalmente, por ejemplo en forma de pulverizadores nasales, o
inhalacion de pulverizadores, y por via topica y asi sucesivamente.

Para la manufacturacion de preparaciones farmacéuticas, los derivados de
nucledsidos sustituidos en 4', al igual que las sales que pueden utilizarse
farmacéuticamente, se pueden formular con un excipiente organico, inorganico o
inerte terapéuticamente para la produccion de comprimidos, comprimidos
recubiertos, grageas, capsulas de gelatina blandas y duras, soluciones, emulsiones
0 suspensiones.

Los compuestos con la férmula | se pueden formular en una mezcla con un
transportador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, los compuestos de la
presente invencibn se pueden administrar oralmente en forma de sal
farmacolégicamente aceptable. Ya que los compuestos de la presente invencion
son mayoritariamente solubles en agua, se pueden administrar de manera
intravenosa en una solucion salina fisiolégica (por ejemplo, tamponada con un pH
entre aproximadamente 7,2 a 7,5). Los tampones convencionales como los
fosfatos, bicarbonatos o citratos se pueden utilizar para este fin. Por supuesto, un
experto en la materia puede modificar las formulaciones respecto a lo establecido
en la especificacion para proporcionar numerosas formulaciones para una via de
administracién en particular, sin que esto vuelva a las composiciones de la presente
invencidon inestables o comprometa su actividad terapéutica. En particular, la
modificacidén de los presentes compuestos para hacerlos mas solubles en agua o

en otro medio, por ejemplo, puede conseguirse facilmente mediante modificaciones
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menores (formulacidn de la sal, esterificacion, etc.), las cuales conocen los expertos
en la materia. Los expertos en la materia también saben cémo modificar el modo de
administracion y el régimen de dosificacion de un compuesto en particular con el fin
de controlar la farmacocinética de los presentes compuestos para obtener un
maximo efecto beneficioso en los pacientes.

Para las formulaciones parenterales, el transportador normalmente incluira
agua estéril o una solucion acuosa de cloruro sédico, aunque se pueden incluir
otros ingredientes, tal como aquellos que facilitan la dispersién. Por supuesto, alla
donde se utilice agua estéril y se mantenga estéril, las composiciones y los
transportadores también deben esterilizarse. También se pueden preparar
suspensiones inyectables y, en ese caso, se pueden utilizar transportadores
liquidos adecuados, agentes de suspension y similares.

Los excipientes adecuados para los comprimidos, los comprimidos
recubiertos, las grageas y las capsulas de gelatina dura son, por ejemplo, la
lactosa, el almidon de maiz y los derivados del mismo, el talco y el acido estearico o
sus sales.

Si se desea, los comprimidos o las capsulas pueden presentar recubrimiento
entérico o liberacidén sostenida mediante técnicas estandar.

Los excipientes adecuados para las capsulas de gelatina blandas son, por
ejemplo, los aceites vegetales, las ceras, las grasas, los polioles liquidos y
semisélidos.

Los excipientes adecuados para la inyeccion de soluciones son, por ejemplo,
el agua, el suero salino, los alcoholes, los polioles, la glicerina o los aceites
vegetales.

Los excipientes adecuados para los supositorios son, por ejemplo, los
aceites naturales y endurecidos, las ceras, las grasas, los polioles semiliquidos o
liquidos.

Los excipientes adecuados para las soluciones y jarabes para su utilizacion
enteral son, por ejemplo, el agua, los polioles, la sacarosa, el azucar invertido y la

glucosa.
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Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden
proporcionarse en forma de formulaciones de liberacién sostenida u otras
formulaciones adecuadas.

Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener conservantes,
solubilizantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsificadores,
edulcorantes, colorantes, aromatizadores, sales para el ajuste de la presion
osmoética, tampones, agentes enmascarantes o antioxidantes.

Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener otros agentes
terapéuticamente activos conocidos en la materia.

La dosificacidon puede variar dentro de unos limites amplios y, por supuesto,
se ajustard a los requerimientos individuales en cada caso particular. Para la
administracién oral, deberia ser apropiado una dosificacion diaria de entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia en
monoterapia y/o en terapia combinada. Una dosis diaria preferible se encuentra
entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, mas
preferible entre 0,1 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal y lo mas
preferible entre 1,0 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia. Una
preparacion tipica contendra entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un
95% del compuesto activo (peso/peso). La dosificacion diaria puede administrarse
como una dosificacién unica o en dosificaciones divididas, habitualmente entre 1y
5 dosificaciones por dia.

En ciertas formas de dosificacion farmacologicas, se prefiere la forma de
profarmaco de los compuestos, especialmente los derivados acilados (acetilados u
otros), los ésteres de piridina y varias formas en sal de los presentes compuestos.
Los expertos en la materia reconoceran el modo de modificar facilmente los
presentes compuestos hacia formas de profarmaco para facilitar la liberacion de los
compuestos activos en el lugar diana del organismo huésped o paciente. Los
expertos en la materia también utilizardan a su favor los parametros
farmacocinéticos favorables de las formas de profarmaco, siempre que se pueda,
para la liberacion de los presentes compuestos en el lugar diana del organismo

huésped o paciente para maximizar el efecto buscado del compuesto.
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Indicaciones y método de tratamiento

Los compuestos de la invencidbn y sus formas isoméricas y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos son utiles en el tratamiento y la
prevencion de la infeccion por el VHC.

La solicitud proporciona un método para tratar una infeccion por el virus de la
hepatitis C (VHC) que incluye la administracién a un paciente que lo necesite de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto como cualquiera de los
que presentan la formula .

La solicitud proporciona un método para inhibir la replicacion del VHC en una
célula que incluye la administracién de un compuesto como cualquiera de los que

presentan la férmula |.

Terapia combinada

Los compuestos de la invencion, sus formas isoméricas y las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos son utiles en el tratamiento y la
prevencion de la infeccién por el VHC, solos o cuando se utilizan en combinacion
con otros compuestos que se dirigen a elementos o funciones virales o celulares
involucrados en el ciclo vital del VHC. Las clases de compuestos utiles en la
invencion incluyen, sin limitacion, todos los tipos de antivirales contra el VHC.

Para las terapia combinadas, las clases mecanisticas de agentes que
pueden ser utiles cuando se combinan con los compuestos de la invencion
incluyen, por ejemplo, los inhibidores nucledsidos y no-nucledsidos de la
polimerasa del VHC, los inhibidores de la proteasa, los inhibidores de la helicasa,
los inhibidores de NS4B y los agentes medicinales que inhiben funcionalmente el
lugar de entrada ribosémica interna (IRES) y otros médicamente que inhiben la
adherencia celular del VHC o la entrada del virus, la traduccion del RNA del VHC, la
transcripcion del RNA del VHC, la replicacion o la maduracion del VHC, el
ensamblaje o la liberacion del virus. Los compuestos especificos en estas clases y
que son utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de la
proteasa del VHC macrociclicos, heterociclicos y lineales como el telaprevir (VX-
950), el boceprevir (SCH-503034), el narlaprevir (SCH-9005 18), ITMN-191 (R-
7227), TMC-435350 (también conocido como TMC-435), MK- 7009, BI-201335, BI-
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2061 (ciluprevir), BMS-650032, ACH-1625, ACH-1095 (inhibidor del cofactor de la
proteasa NS4A del VHC), VX-500, VX-8 13, PHX-1766, PHX2054, IDX- 136, IDX-3
16, ABT-450 EP-0 13420 (y congéneres) y VBY-376; los inhibidores nucleosidicos
de la polimerasa del VHC (replicasa) utiles en la invencion incluyen, pero no se
limitan a, R7128, PSI-785 1, IDX-184, IDX-102, R1479, UNX-08 189, PSI-6130,
PSI-938 y PSI-879 y otros analogos de nucledsido y nucledtido, e inhibidores del
VHC que incluyen (pero no se limitan a) los derivados de los nucleds(t)idos
modificados en 2'-C-metilo, los nucleds(t)idos modificados en 4'-aza, los
nucleds(t)idos modificados en 7'-deaza. Los inhibidores de la polimerasa (replicasa)
del VHC no nucledsidos utiles en la invencion, incluyen, pero no se limitan a, VHC-
796, VHC-371, VCH-759, VCH-916, VCH- 222, ANA-598, MK-3281, ABT-333, ABT-
072, PF-00868554, BI-207127, GS-9190, A- 837093, JKT-109, GL-59728 y GL-
60667.

Ademas, los compuestos de la invencion se pueden utilizar en combinacién
con antagonistas de la ciclofilina e inmunofilina (por ejemplo, sin limitacién, los
compuestos DEBIO, NM-811 asi como la ciclosporina y sus derivados), los
inhibidores de la quinasa, los inhibidores de las proteinas del choque térmico (por
ejemplo, HSP90 y HSP70), otros agentes inmunomoduladores que pueden incluir,
sin limitacion, interferones (-alfa, -beta, -omega, -gamma,
-lambda o sintéticos) tales como intrén A, roferén-A, canferén-A300, advaferon,
infergén, humoferon, sumiferén MP, alfaferona, IFN-B, ferén y similares;
compuestos de interferon derivatizados con polietilenglicol (pegilados), tales como
el interferén-a-2a PEG (Pegasys), el interferon-a-2b PEG (PEGiIntron), IFN-a-con1
pegilado y similares; formulaciones y derivaciones de accidén prolongada de los
compuestos de interferén tales como el interferon unido a albumina, albuferdn,
locteron, y similares; interferones con varios tipos de sistemas de liberacion
controlada (por ejemplo, ITCA-638, omega-interferdn liberado mediante el sistema
de liberacion subcutaneo DUROS); compuestos que estimulan la sintesis de
interferon en las células, tales como resiquimod y similares; interleucinas;
compuestos que potencias el desarrollo de la respuesta celular de linfocitos T
cooperadores de tipo , tales como SCV-07 y similares; agonistas del receptor de

tipo TOLL, tales como CpG-10101 (actilon), isotorabina, ANA773 y similares;
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timosina a-1; ANA-245 y ANA-246; diclorhidrato de histamina; propagermanio;
tetraclorodecadxido; ampligén; IMP-321; KRN-7000; anticuerpos, tales como
civacir, XTL-6865 y similares, y vacunas profilacticas y terapéuticas tales como
InnoVac C, VHC E1E2/MF59 y similares. Ademas, cualquiera de los métodos
descritos con anterioridad que incluyen la administraciéon de un inhibidor de NS5A,
un agonista del receptor del interferon de tipo | (por ejemplo, un IFN-a) y un
agonista del receptor del interferéon de tipo Il (por ejemplo, un IFN-y) puede
aumentarse mediante la administracion de una cantidad efectiva de un antagonista
del TNF-a. A modo de ejemplo, los antagonistas del TNF-a no limitantes adecuados
para la utilizacion en tales terapias combinadas incluyen ENBREL, REMICADE vy
HUMIRA.

Ademas, los compuestos de la invencion se pueden utilizar en combinacién
con antiprotozoos y otros antivirales que se cree que son efectivos en el tratamiento
de la infeccion por el VHC tales como, sin limitacion, el profarmaco nitazoxanida. La
nitazoxanida se puede utilizar como agente en combinaciéon con los compuestos
descritos en esta invencion asi como en combinacion con otros agentes utiles en el
tratamiento de la infecciéon por el VHC, tales como el peginterferébn a-2a y la
ribavirina.

Los compuestos de la invencion también pueden utilizarse con formas
alternativas de interferones e interferones pegilados, ribavirina o sus analogos (por
ejemplo, tarabavarina, levovirdn), microRNA, compuestos de RNA pequenos de
interferencia (por ejemplo, SIRPLEX-140-N y similares), analogos de nucleétido o
nucledsido, inmunoglobulinas, hepatoprotectores, agentes antiinflamatorios y otros
inhibidores de NS5A. Los inhibidores de otras dianas en el ciclo vital del VHC
incluyen los inhibidores de la helicasa NS3; los inhibidores del cofactor de NS4A;
los inhibidores de oligonucledétidos antisentido, tales como ISIS-14803, AVI-4065 y
similares; horquilla de RNA corta codificada por un vector (shRNA); ribozimas
especificas del VHC tales como heptazime, RPI, 13919 y similares; inhibidores de
la entrada tales como HepeX-C, HuMax-HepC y similares; inhibidores de la
alfaglucosidasa tales como celgosivir, UT-231B y similares; inhibidores de KPE-
02003002, BIVN 401 y IMPDH. Otros compuestos inhibidores del VHC ilustrativos

incluyen aquellos descritos en las siguientes publicaciones: N° de patentes de
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EE.UU. 5.807.876; 6.498.178; 6.344.465; y 6.054.472; N° de solicitud de
publicacion de patente PCT WOQO97/40028; WO98/40381; WOO00/56331,
WO02/04425; WOO03/007945; WOO03/010141; WO03/000254; WOO01/32153;
WO00/06529; WO00/18231; WOO00/10573;  WOO00/13708; WOO01/85172;
WO03/037893; WOO03/037894; WO03/037895; WO02/100851; WO02/100846;
W099/01582; WOO00/09543; WO002/18369; WO98/17679, WO00/056331;
W098/22496; WO99/07734; WO05/073216, WO05/073195 y WO08/021927.

Ademas, las combinaciones de, por ejemplo, ribavirina e interferon pueden
administrase en forma de terapia combinada multiple con, al menos, uno de los
compuestos de la invencion. La presente invencion no se limita por los compuestos
y clases mencionados con anterioridad y contempla los compuestos conocidos y
nuevos, asi como combinaciones de agentes biolégicamente activos. Se pretende
que las terapias combinadas de la presente invencion incluyan cualquier
combinacion quimicamente compatible de un compuesto de este grupo inventivo
con otros compuestos del grupo inventivo u otros compuestos fuera del grupo
inventivo, siempre que la combinacién no elimine la actividad antivirica del
compuesto de este grupo inventivo o la actividad antivirica de la composicion
farmacoldgica, en si misma.

La terapia combinada puede ser secuencial, lo cual consiste en tratar
primero con un agente y luego con un segundo agente (por ejemplo, en la que cada
tratamiento incluye un compuesto diferente de la invencion o en la que un
tratamiento incluye un compuesto de la invencién y el otro incluye uno o mas
agentes bioldgicamente activos) o puede ser un tratamiento con ambos agentes a
la misma vez (concurrentemente). La terapia secuencial puede incluir un tiempo
razonable después de la finalizacion de la primera terapia y previamente al inicio de
la segunda terapia. El tratamiento con ambos agentes al mismo tiempo puede
realizarse en la misma dosis diaria 0 en dosis separadas. La terapia combinada no
se limita a dos agentes y puede incluir tres 0 mas agentes. Las dosificaciones tanto
para la terapia combinada concurrente como para la secuencial dependeran de las
tasa de absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion de los componentes de la
terapia combinada, asi como otros factores que los expertos en la materia conocen.

Los valores de dosificacion también variaran junto a la gravedad de la condicidon
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que deba aliviarse. Debe entenderse que, para cualquier sujeto particular, se
pueden ajustar los regimenes y esquemas de dosificacion especificos a lo largo del
tiempo, de acuerdo con la necesidad del individuo y el juicio de los expertos en la
materia de la administracion o la supervision de la administracién de la terapia
combinada.

La solicitud proporciona un método para tratar una infeccién por el virus de la
hepatitis C (VHC) que comprende la administracion a un paciente que lo necesita
de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto como cualquiera de
los que presentan la férmula |.

La solicitud proporciona el método descrito con anterioridad que, ademas,
incluye la administracion de un modulador del sistema inmunitario o un agente
antiviral que inhiba la replicacién del VHC, o una combinacion de los mismos.

La solicitud proporciona el método descrito con anterioridad, en el que el
modulador del sistema inmunitario es un interferon o un interferén derivado
quimicamente.

La solicitud proporciona el método mencionado con anterioridad, en el que el
agente antiviral se selecciona a partir del grupo que incluye el inhibidor de la
proteasa del VHC, el inhibidor de la polimerasa del VHC, el inhibidor de la helicasa
del VHC, el inhibidor de la primasa del VHC, el inhibidor de la fusién del VHC, y una
combinacion de los mismos.

EJEMPLOS

Condiciones generales

Los compuestos de la invencion pueden ser creados mediante una variedad
de métodos representados en las reacciones sintéticas ilustrativas descritas mas
adelante, en la seccion de los Ejemplos.

Los materiales iniciales y los reactivos utilizados para preparar estos
compuestos generalmente estan disponibles a partir de proveedores comerciales,
como Aldrich Chemical Co., o se preparan mediante los métodos conocidos por los
expertos en la materia, siguiendo los procedimientos establecidos en referencias
tales como Fieser y Fieser, Reagents for Organic Synthesis; Wiley & Sons: Nueva
York, 1991, Volumenes 1-15; Rodd's Chemistry of Carbon Compounds, Elsevier

Science Publishers, 1989, Volumenes 1-5 y Suplementos; y Organic Reactions,
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Wiley & Sons: Nueva York, 1991, Volumenes 1-40. Se deberia apreciar que la
reaccion sintética esquematica tal y como se muestra en la seccion de los ejemplos
es meramente ilustrativa de algunos métodos mediante los cuales se pueden
sintetizar los compuestos de la invencion, y los expertos en la materia sugeriran y
pueden hacer varias modificaciones en estos esquemas de reaccion sintética,
haciendo referencia a la descripcidn que contiene esta solicitud.

Los materiales iniciales y los intermediarios de los esquemas de la reaccion
sintética se pueden aislar y se pueden purificar, si se desea, utilizando técnicas
convencionales, incluyendo pero sin limitarse a, la filtracion, destilacion, la
cristalizacién, la cromatografia, y similares. Dichos materiales pueden
caracterizarse para utilizarse de manera convencional, incluyendo las constantes
fisicas y los datos espectrales.

A menos que se especifique lo contrario, las reacciones que aqui se
describen se conducen habitualmente bajo una atmdsfera inerte, a presion
atmosférica, un rango de temperatura de reaccion de entre -78 °C vy
aproximadamente 150 °C, normalmente desde alrededor de los 0 °C y alrededor de
los 125 °C, y mas comunmente y convenientemente en una sala a temperatura
ambiente, por ejemplo, alrededor de los 20 °C.

Varios sustituyentes de los compuestos de la invencion pueden estar
presentes en los compuestos iniciales, afiadidos en cualquiera de los intermediarios
o anadidos después de la formacion de los productos finales mediante métodos
conocidos de sustitucion o reacciones de conversion. Si los sustituyentes por si
mismos son reactivos, entonces los sustituyentes se pueden proteger por si
mismos de acuerdo con las técnicas conocidas en la materia. En la materia se
conocen varios grupos protectores y estos pueden aplicarse. Algunos ejemplos de
muchos de los posibles grupos pueden encontrarse en “Protective Groups in
Organic Synthesis” de Green et al., John Wiley and Sons, 1999. Por ejemplo, los
grupos nitro se pueden afadir mediante la nitracién y el grupo nitro se puede
convertir en otros grupos, tal como en amino mediante la reduccion, y en halégeno
mediante la diazotizacion del grupo amino y la sustitucién del grupo diazo por un
halégeno. Los grupos acilo se pueden afadir mediante la acilacion de Friedel-

Crafts. Los grupos acilo se pueden transformar en el grupo alquilo correspondiente



10

15

20

25

30

19

mediante varios métodos, incluyendo la reduccion de Wolff-Kishner y la reduccion
de Clemmenson. Los grupos amino pueden alquilarse para formar los grupos
mono- y dialquilamino; y los grupos mercapto e hidroxi se pueden alquilar para
formar los éteres correspondientes. Los alcoholes primarios se pueden oxidar
mediante agentes oxidantes conocidos en la materia para formar acidos
carboxilicos o aldehidos, y los alcoholes secundarios se pueden utilizar para formar
cetonas. Por tanto, se pueden utilizar las reacciones de sustitucién o alteracion para
proporcionar una variedad de sustituyentes a lo largo de la molécula del material
inicial, intermediarios, o del producto final, incluyendo los productos aislados.

Abreviaciones

Las abreviaciones utilizadas en esta solicitud incluyen: acetilo (Ac), acido
acético (HOAc), azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN), 1-N-hidroxibenzotriazol (HOB),
atmosferas  (Atm), cromatografia liquida de alta presion (HPLC), 9-
borabiciclo[3.3.1]Jnonano (9-BBN o BBN), metilo (Me), terc-butoxicarbonilo (Boc),
acetonitrilo(MeCN), pirocarbonato de di-terc-butilo o anhidruro de boc (BOC,0),
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropilo)-3-etilcarbodiimida (EDCI), benzoilo (Bz),
bencilo (Bn), acido m-cloroperbenzoico (MCPBA), acido m-clorobenzoico (MCBA),
butilo (Bu), metanol (MeOH), benciloxicarbonilo (cbz o Z), punto de fusién (pf),
carbonildiimidazol (CDI), MeSO,- (mesilo o Ms), 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano
(DABCO), espectro de masas (ms), trifluoruro de dietilaminosulfuro (DAST), metil-t-
butiléter (MTBE), dibencilidenacetona (Dba), N-carboxianhidruro (NCA), 1,5-
diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno (DBN), N-bromosuccinimida (NBS), 1,8-
diazabiciclo[5.4.0] undec-7-eno (DBU), N-metilmorfolina (NMM), N-metilpirrolidona
(NMP), 1,2-dicloroetano  (DCE), clorocromato piridinio (PCC), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), dicromato de piridinio (PDC), diclorometano (DCM),
propilo  (Pr), azodicarboxilato de dietlo (DEAD), fenilo (Ph), di-iso-
propilazodicarboxilato DIAD, libras por pulgada cuadrada (psi), di-iso-propiletilamina
(DIPEA), piridina (pir), hidruro de di-iso-butilaluminio, DIBAL-H, temperatura
ambiente (ta o TA), N,N-dimetilacetamida (DMA), terc-butildimetilsililo o t-BuMe,Si
(TBDMS), 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), trietilamina (EtsN o TEA), N,N-
dimetilformamida (DMF), triflato o CF3SO,- (Tf), dimetilsulféxido (DMSO), acido
trifluoroacético (TFA), 1,1'-bis-(difenilofosfino)etano (dppe), 2,2,6,6-
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tetrametilheptan-2,6-diona  (TMHD), 1,1'-bis-(difenilofosfino)ferroceno  (dppf),
cromatografia de capa fina (TLC), acetato de etilo (EtOAc), tetrahidrofurano (THF),
dietiléter (Et,0), trimetilsillo o Me3Si (TMS), etilo (Et), acido p-toluenosulfénico
(TsOH o pTsOH), hexametildisilazano de litio (LIHMDS), 4-Me-CgH4SO,- o tosilo
(Ts), iso-propilo (i-Pr), N-uretan-N-carboxianhidruro (UNCA), etanol (EtOH). La
nomenclatura convencional, que incluye los prefijos normal (n), iso (i-), secundario
(sec-), terciario (terc-) y neo presentan su significado habitual cuando se utilizan
con una porcién alquilo. (J. Rigaudy y D. P. Klesney, Nomenclature in Organic
Chemistry, IUPAC 1979 Pergamon Press, Oxford.).

Ejemplos preparativos

Preparacion 1
Preparacion del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-

yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
0]

Cy

| N"TO

P.M. 356.09 CgH1oFIN,O4

Se disolvieron 3’-deoxi-3’-[1-fluoro-uridina quiral (Green ChemPharma) (52 g,
21 mmol) y PPhs (7,7 g, 29 mmol) en CH3;CN/piridina (95:5, 250 ml). Se afadio
yoduro (7,0 g, 27,5 mmol) y la mezcla de la reaccion se agité a temperatura
ambiente bajo N, durante 12 h. Se afiadié agua (80 ml) y el disolvente se evapord
hasta secarse bajo presién reducida. Se llevd a cabo una destilacion aceotropica
con CH3CN y luego con CHCI; para sustraer el agua restante. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice (2-4% EtOH en CH,CI,) para
proporcionar el producto del titulo (5 g).

'H RMN (300 MHz, DMSO-d6):6 11,45 (s, 1H), 7,72-7,69 (d, J=8,1Hz, 1H),
5,87-5,84 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,74-5,71 (m, 2H), 5,00-4,80 (dd, J = 54,3Hz, 4,2Hz,
1H), 4,53-4,41 (m, 1H), 4,32-4,19 (m, 1H), 3,56-3,40 (m, 2H).

Preparacion 2

Preparacién del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-

metilen-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
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P.M. 228,18 CgHgFN,O4

Se afadi6 NaOMe (16,2 g, 30 mmol) a la 1-((2R,3S,4S,5S)-4-fluoro-3-
hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral (10,7 g) en
metanol (650 ml). La mezcla de reaccién se calentd con reflujo durante 2 h. La
mezcla se refriger6 a temperatura ambiente, se afadié resina (H+, lavada con
agua) por partes a 0 °C hasta que el pH alcanza el nivel de 6~7. La resina se
sustrajo mediante filtracion y se lavd con metanol, y el filtrado se evapord hasta
secarse bajo presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un sélido amarillo (2,3 g)

'H RMN (300 MHz, DMSO-d6):6 11,53 (s, 1H), 7,79-7,76 (d, J=8,1Hz, 1H),
6,14-6,12 (d, J=6,3Hz, 1H), 6,08-6,06 (d, J=7,5Hz, 1H), 5,74-5,71 (d, J=8,1Hz, 1H),
5,40-5,19 (dd, J = 55,8Hz, 4,5Hz, 1H), 4,71-4,54 (m, 3H).MS [M+H]* = 229,2

Preparacioén 3

Preparacién del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-

hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona

0
(X
| N0
0]
F OH

P.M. 397,11 CgHgFIN5O4

Se suspendieron [Bn(Et);N]CI (17 g, 75 mmol) y NaN; (4,5 g, 69 mmol) en
CH3CN anhidro (200 ml) y se agitaron a temperatura ambiente durante la noche. La
suspension fina resultante se filtr6 en una solucién de THF seca (30 ml) de 1-
((2R,3S,4S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-metilen-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-
diona quiral (2 g, 8,8 mmol). Se afadié 4-metilmorfolina (0,3 ml, 2,6 mmol), la

solucion resultante se refrigerd en un bafo de agua helada, y se afiadi6 gota a gota
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una solucién de yoduro (8 g, 31 mmol) en THF anhidro (30 ml) durante un periodo
de 60 min. La mezcla de la reaccién se agitdé a 0-9 °C durante 16 h. Se afadié N-
acetil-L-cisteina, y la solucién se agitdé hasta que disminuyé el burbujeo. El
disolvente se concentrd bajo presion reducida a la mitad del volumen, entonces se
afiadieron una solucion de 0,1M de Na,S;03; y una solucion saturada acuosa de
NaHCO;. La mezcla se extrajo con EtOH al 10% en CH,CI, y se lavd con solucién
salina. Las capas organicas se secaron con Na,SOy, se filtraron y se evaporaron
hasta secarse bajo presiéon reducida. La mezcla se purific6 mediante cromatografia
en columna de gel de silice [acetato de etilo:CH,Cl,:EtOH; 200:100:3] para producir
el producto deseado crudo. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia en
gel de silice (EtOH al 0~3% en CH,Cl,) dos veces para proporcionar el compuesto
del titulo en forma de un sdlido blanco (0,73 g, 21%)

H RMN (300 MHz, CDCl3):6 9,09 (s, 1H), 7,38-7,35 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,83-
5,80 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,76-5,75 (d, J=4,2Hz, 1H), 5,45-5,26 (dd, J = 52,2Hz, 5,7Hz,
1H), 4,84-4,77 (m, 1H), 3,60-3,48 (m, 1H).

Preparacion 4

Preparaciéon del intermediario quiral 3-cloro-benzoato de (2R,3S,4S,5R)-2-
azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-

2-ilmetilo

P.M. 425,76 C4sH13CIFN5O¢

Se combind una solucion de 1-((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-
yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral (0,76 g, 1,9 mmol) en
CH,Cl, (120 ml) con una mezcla de (Bu);NHSO, (796 mg, 2,35 mmol) y acido m-
clorobenzoico (500 mg, 3,2mmol) en K;HPO,4 (1,75 M, 40 ml). El sistema de dos
fases se agitd enérgicamente a temperatura ambiente y se anadié una parte de
acido m-cloroperbenzoico (3,6 g) [al 55% en equilibrio con acido 3-clorobenzoico

(10%) y agua (35%)]. Después de 1 h., se anadié 3x1,2 g de esta mezcla de
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reactivo a intervalos de 1 hora. Tras la ultima adicidén, la mezcla se agit
enérgicamente a temperatura ambiente durante 18 h. Se afadieron una solucion
saturada acuosa de Na,S;03 (0,1 M) y NaHCOj; (pH 7~8). La mezcla se agitd
enérgicamente a temperatura ambiente durante 15 min. La capa organica se
separo, y la capa de agua se extrajo con CH,Cl,. El extracto organico combinado
se lavo con NaHCOj; acuoso saturado. La capa organica se separo y se concentro
bajo presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de
gel de silice (EtOH al 0~3% en CH,Cl,) para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un sdlido blanco (0,35 g, 43%)

"H RMN (300 MHz, CDCl3):0 9,00 (s, 1H), 8,09-7,91 (m, 2H), 7,59-7,56 (m,
1H), 7,44-7,39 (m, 1H), 7,32-7,29 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,79-5,73 (m, 2H), 5,61-5,42
(dd, d =51,9Hz, 5,7Hz, 1H), 4,81-4,78 (m, 1H).

Preparacion 5

Preparacion del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-

hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
(0]

r
Q)
oYY

P.M. 287,21 CgHoFN5O5

Se afadié una solucion de NH; en MeOH (7N, 10 ml) al 3-cloro-benzoato
de (2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-
hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetilo quiral (100 mg, 0,24 mmol). La mezcla de la
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El disolvente se evapord y el
residuo se purific6 mediante HPLC prep. para proporcionar el compuesto del titulo
en forma de un solido blanco (34,5 mg, 51%)

MS [M+H]* = 288,0; 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6):6 11,52 (s, 1H), 7,84-
7,82 (d, J=8,1Hz, 1H), 6,18-6,15 (m, 2H), 5,88-5,77 (m, 2H), 5,23-5,03 (dd, J =
53,7Hz, 4,5Hz, 1H), 4,60-4,40 (m, 1H), 3,54-3,53 (d, J = 5,1 Hz,2H).

Preparacion 6

Preparacion del intermediario quiral benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-
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(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-yodometil-tetrahidro-furan-3-il-

0
H

f(

N

(0]

esterin-2,4-diona

\\“

P.M. 501,22 C45H43FIN5Os5
5 Se afiadié gota a gota BzCl (0,67 ml, 5,67 mmol) a una solucion de 1-
((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-
pirimidin-2,4-diona quiral preparada en la preparacion 3 (1,5 g, 3,78 mmol) y DMAP
(0,87 g, 7,56 mmol) en THF seco (20 ml) bajo una atmdsfera de nitrégeno a 0 °C.
La mezcla de la reaccién se agitdé a 0 °C durante 5 min. Entonces, la mezcla se
10 diluyé con EA, se lavd con solucién salina y HCI acuoso (0,1 M). La capa organica
se separo, se seco con Na,SO4 y se concentrd. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice (PE : EA = 5:1 a 2:1) para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (1,78 g, 94 %).
MS [M+H]* = 502
15 Preparacién 7
Preparaciéon del intermediario quiral benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-
(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-

esterin-2,4-diona

20 P.M. 495,43 C,3H1sFN50O7
Se anadieron benzoato sddico (2,56 g, 17,76 mmol) y 18-corona-6 (0,187 g,
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0,71 mmol) a una mezcla de benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-
dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-yodometil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona
quiral (1,78 g, 3,55 mmol) en DMSO. La mezcla de reaccién se calentd bajo
nitrogeno a 100 °C durante 18 h. La mezcla se refrigeré a temperatura ambiente, se
diluyé con acetato de etilo, entonces se lavd con solucidén salina y agua. La capa
organica se separd y se concentrdé bajo presion reducida. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice (PE : EA = 5 : 1) para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (1,30 g, 74 %).

MS [M+H]* = 496

Preparacion 8

Preparacion del intermediario quiral 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-

fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2- |Io -1H-pirimidin-2-ona

@%
HO

F OH

P.M. 286,22 CgH1FNgO4

Se afiadio 4-clorofenilfosforodicloridato (0,297 g, 7,9 mmol) a una solucién
de benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-
4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona quiral (0,2 g, 2,6 mmol)
y 1H-tetrazol (0,283 g, 26 mmol) en piridina seca (5 ml) bajo una atmdsfera de
nitrogeno a 0 °C. La mezcla de la reaccion se agité a 0-5 °C durante 5 min.,
entonces se dejo que se calentase a temperatura ambiente y se agité durante 5 h.
La mezcla se concentré bajo presion reducida. El residuo se repartié entre DCM y
NaHCO; saturado. La capa organica se separd, se lavd con solucion salina, se
seco con Na,SO,y se concentrd para proporcionar el intermediario 9 de 1H-tetrazol
crudo en el esquema 2, y se utilizé directamente sin purificacion adicional para el
paso siguiente. El producto de 1H-tetrazol 9 (0,2 g ) se disolvio en dioxano (70 ml) a
temperatura ambiente y se afiadio NH3-H,O (10 ml). La mezcla de la reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 0,5 h. El analisis TLC indicé que el material

inicial se consumié completamente. El disolvente se sustrajo bajo presion reducida
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y el residuo se disolvié en una solucion metandlica (7 N, 10 ml) de NH3. La mezcla
de la reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla se
concentr6 y el residuo se purificd mediante pre-HPLC para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (50 mg, 50 %).

MS [M+H]* = 287,2; "H RMN (300 MHz, DMSO-d¢):6 7,752-7,727 (d, 1 H, J =
7,5), 7,352 (br, 2 H), 6,220-6,195 (d, 1 H, J = 7,5), 6,018-5,997 (d, 1 H, J = 6,3),
5,816-5,791 (d, 1 H, J=7,5), 5,758-5,719 (t, 1 H), 5,195-5,001 (dd, 1 H, J=4,5, J =
53,4), 4,548-4,436 (m, 1 H), 3,539-3,462 (m, 2 H)

Preparaciéon 9

Preparacién del intermediario quiral benzoato (2R,3S,4S,5R)-2-(2-
acetilamino-6-oxo-1,6-dihidro-purin-9-ilo)-5-azido-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-

furan-3-ilo

~
N;\e',o
F O

P.M. 576,51 CysH21FNgO7

Se afadié BSA (325 mg, 0,8 mmol) a una mezcla de N-(6-ox0-6,9-dihidro-
1H-purin-2-ilo)-acetamida (154 mg, 0,8 mmol) en MeCN (20 ml). La mezcla se
calent6 a 60 °C hasta que se volvié una solucién clara. Se afadié una solucion de
benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-
fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona quiral en la preparacion 7
(200 mg, 0,4 mmol) en MeCN, seguido de la adicion de TMSOTf (357 mg, 1,6
mmol). La mezcla de reaccion resultante se calentd bajo irradiacion de microondas
a 100 °C durante 1 h. La mezcla se refriger6 a temperatura ambiente, entonces
templ6 con una solucion de NaHCO3 saturado (10 ml). La mezcla se extrajo con EA
(10 mIx3). La capa organica se separo, se lavo con solucion salina (10 ml), se secé
con Na,SO,, y se concentro. El residuo se purificO mediante una cromatografia en
columna (DCM:MeOH = 50:1) para proporcionar el compuesto del titulo crudo (120

mg, 51%)
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LC-MS (M+H)*=577,2; LC-MS (M+Na)*= 599,1
Preparacion 10
Preparacion del intermediario quiral 2-amino-9-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-

fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1,9-dihidro-purin-6-ona
(0]

S8
~
HO—y o NN NH,
N

5 F OH

P.M. 326,25 C1oH11FNgO4
Se anadioé una solucion metandlica (2 ml, 7 N) de amoniaco a una solucién
de benzoato de (2R,3S,4S,5R)-2-(2-acetilamino-6-oxo-1,6-dihidro-purin-9-ilo)-5-
azido-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-ilo quiral crudo (120 mg, 0,26 mmol)
10 en MeOH (2 ml). La mezcla de la reaccion se agité a 25°C durante 18 h. El analisis
TLC indicé que la reaccion se completdé. La mezcla se concentrd al vacio, se
purificé mediante Pre-HPLC para proporcionar el compuesto del titulo en forma de
un sélido blanco (15 mg, 22%).
LC-MS (M+H)*= 327,0
15 Ejemplo 1
Preparacién del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-
pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-

propionato de isopropilo

20 -1
P.M. 556,45 C,1HsFNgOgP
Paso A.
Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-isopropilo
(Oakwood, 300 mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de fenilo (Aldrich, 397 mg, 280
25 ul, 1,79 mmol) en DCM anhidro (10 ml). La reaccion se refrigeré a -78 ©C. Se
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afiadié gota a gota trietilamina (362 mg, 498 pl, 3,58 mmol). La mezcla de la
reaccion se agité a -78 ©C durante 1 h., entonces se dejo que se calentase a
temperatura ambiente y se agité durante 5 h. El disolvente se sustrajo, el residuo se
lavdé con éter seco. El filtrado se concentré para proporcionar 2-(cloro(fenoxi)
fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo crudo en forma de un aceite amarillo
claro (0,5 g, 91%) y se utilizé sin purificacion adicional.

Paso B.

Se afadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (470 ul, 470 pmol) a una solucion de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-
fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral
preparada en la preparacién 5 (54 mg, 188 ymol) en THF anhidro (3,75 ml). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucion THF
(0,5 M) de 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo (940 ul,
470 umol) se anadié gota a gota. La mezcla de la reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 3 h. Entonces se afadié MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo.
El residuo se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 g, MeOH al O-
15% en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de sdlido
blanquecino (22 mg, 21%)

LC-MS (M+H)*=557,0

Ejemplo 2

Preparacion del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-

pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-

0] 0]
"\ H
0 N. .O (//1( NH
P, /&
(0] o N o
N

F OH

propionato de etilo

-2

P.M. 542,42 CyoH,4FNgOgP

Paso A.

Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-etilo (Aldrich, 300

mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de fenilo (Aldrich, 434 mg, 306 ul, 1,95 mmol)
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en DCM anhidro (20 ml). La reaccion se refriger6 a -78 9C. Se afadié gota a gota
trietilamina (362 mg, 498 pl, 3,58 mmol). La mezcla de la reaccién se agité a -78 °C
durante 1 h., entonces se dejo que se calentase a temperatura ambiente y se agitd
durante 5 h. El disolvente se sustrajo, el residuo se lavé con éter seco. El filtrado se
concentré para proporcionar 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo
crudo en forma de un aceite amarillo claro (0,5 g, 88%) y se utilizé sin purificacion
adicional.

Paso B.

Se afadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (435 pul, 435 pmol) a una solucion de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-
fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral
preparada en la preparacién 5 (50 mg, 174 ymol) en THF anhidro (5 ml). La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucion THF (0,5 M)
de 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo crudo (870 ul, 435 pmol)
se anadié gota a gota. La mezcla de la reaccién se agité a temperatura ambiente
durante la noche. Entonces se anadio MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El
residuo se purificé mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 g, MeOH al 0-
15% en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de sdlido
blanquecino (7 mg, 7,4%).

LC-MS (M+H)*=543,0

Ejemplo 3

Preparacion del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-
pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-

fosforilamino]-propionato de etilo

[-3
P.M. 592,48 C,4Ho5FNgOoP
Paso A.

Se suspendieron naftalen-1-ol (Aldrich, 0,72 g, 4,99 mmol) y oxicloruro de
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fosforo (V) (Aldrich, 767 mg, 466 pl, 5,00 mmol) en éter anhidro (20 ml), y la
temperatura se refrigerd hasta los -78 °C. Se afiadi6 gota a gota trietilamina (505
mg, 695 ul, 4,99 mmol) y la mezcla de la reaccion se agité a -78 °C durante 0,5 h.
La mezcla de reaccidén se calenté a temperatura ambiente y se agité durante la
noche. La mezcla se filtro, y el filtrado se concentr6 para proporcionar
fosforodicloridato de naftalen-1-ilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (1,3 g,
100%) y se utilizé en el siguiente paso sin purificacion adicional.

Paso B.

Se suspendié clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-etilo (Aldrich, 300
mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de naftalen-1-ilo (510 mg, 1,95 mmol) en DCM
anhidro (30 ml). La reaccién se refrigerd hasta los -78 ©C. Se afiadi6 gota a gota
trietilamina (395 mg, 544 pl, 3,91 mmol). La mezcla de la reaccién se agité a -78 °C
durante 1 h, entonces se dej6é que se calentara a temperatura ambiente y se agitd
durante 5 h. El disolvente se sustrajo, y el residuo se lavo con éter seco. El filtrado
se concentrd para proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de
(2S)-etilo en forma de un aceite amarillo claro (0,6 g, 90%) y se utilizé6 sin
purificacion adicional.

Paso C.

Se anadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (783 ul, 783 pmol) a una solucion de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-
fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral
preparada en la preparacién 5 (90 mg, 313 ymol) en THF anhidro (6,25 ml). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucion THF
(0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo crudo
(1,57 ml, 783 pmol) se afadié gota a gota. La mezcla de la reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se afiadid MeOH (2 ml). El disolvente
se sustrajo. El residuo se purificé mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 g,
MeOH al 0-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de
sélido marron claro (70 mg, 38%).

LC-MS (M+H)*=593,0

Preparacion 11

Preparacion del intermediario quiral 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-
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fluoro-5-hidroximetil-3-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona
NH,

B
N/gO

P.M. 400,49 C45H25FNgO,4Si

Se afadio gota a gota clorotrietilsilano (Fluka, 440 mg, 2,92 mmol) a una
solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-
tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en la preparacion 8 (300
mg, 1,05 mmol) en piridina (24,5 ml) a -5 °C, durante un periodo de 15 min. La
mezcla de la reaccion se agitd a 0 °C durante 2 h, entonces se templé mediante la
adicion de metanol (5 ml). La mezcla se purificé directamente mediante
cromatografia rapida (MeOH al 5-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del
titulo en forma de un solido blanco (0,29 g, 69%)

Preparacion 12

Preparacion de intermediario (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo0-2H-
pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxil-

(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo

P.M. 719,79 C31H3FN;OgPSi

Paso A.

Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-isopropilo
(Oakwood, 0,706 g, 4,21 mmol) y fosforodicloridato de naftalen-1-ilo preparado en
el ejemplo 3, paso A (1,1 g, 4,21 mmol) en DCM anhidro (25 ml). La reaccioén se
refrigerd hasta los -78 OC. Se afiadi6é gota a gota trietilamina (852 mg, 1,17 ml, 8,42

mmol). La mezcla de la reaccion se agit6 a -78 °C durante 1 h, entonces se calent6
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a temperatura ambiente y se agité durante 5 h. El disolvente se sustrajo, y el
residuo se lavo con etiléter seco y se filtr6. El filtrado se concentré para
proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo
crudo en forma de un aceite amarillo claro (1,3 g, 87%) y se utilizé sin purificacion

adicional.

Paso B.

Se anadié gota a gota una solucion THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (1,81 ml, 1,81 mmol) a una solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-
azido-4-fluoro-5-hidroximetil-3-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-
ona quiral preparada en la preparacion 11 (0,29 g, 724 pmol) en THF anhidro (42
ml). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la
solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato de (2S)-
isopropilo crudo (1,57 ml, 783 pmol) se afadié gota a gota. La mezcla de la
reaccion se agito a temperatura ambiente durante 1 h, luego se afadieron la
solucion THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butiimagnesio (0,9 ml, 0,9 mmol) y la
solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-
isopropilo crudo (1,81 ml, 0,9 mmol), secuencialmente. La mezcla de la reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 2 h. mas. Se anadi6 MeOH (5 ml). El
disolvente se sustrajo. El residuo se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de
silice, 40 g, MeOH al 2-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de so6lido blanquecino (430 mg, 83%).

LC-MS (M+H)*=720,3

Ejemplo 4

Preparacion del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo0-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-

fosforilamino]-propionato de isopropilo

/( 0 . NH,
T £
o)t

/
0
F OH
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-4

P.M. 605,52 C,5H,9FN7OgP

El (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-
fluoro-4-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-
propionato de isopropilo preparado en la preparaciéon 12 (0,43 g, 597 umol) se
disolvié en acido acético (80%, 28 ml). La mezcla de la reaccién se agitdé a
temperatura ambiente durante 5 h. El disolvente se evaporé bajo presion reducida,
y el residuo de acido acético se sustrajo mediante la concentracion azeotropica con
MeOH, tres veces. El residuo se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de
silice, MeOH al 2-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma
de un sdlido blanco (0,2 g, 55%).

LC-MS (M+H)*= 606,1

Ejemplo 5

Preparacion del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo0-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-

fosforilamino]-propionato de bencilo

I-5

P.M. 653,57 Cy9H,9FN7OgP

Paso A.

Se suspendieron en DCM anihidroso (15 ml) el clorhidrato de 2-
aminopropanoato de (S)-bencilo (Chem Impex, 0,66 g, 3,06 mmol) y el
fosforodicloridato naftalen-1-ilo preparados en el ejemplo 3, Paso A (0,8 g, 3,06
mmol). La reaccion se refrigeré hasta los -78 OC. Se afadié trietilamina gota a gota
(619 mg, 852 pl, 6,12 mmol). La mezcla de la reaccién se agité a -78 °C durante 1
h, entonces se calent6 a temperatura ambiente y se agitdé durante 5 h. El disolvente
se sustrajo, y el residuo se lavé con etiléter seco y se filtré. El filtrado se concentro
para proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo

crudo en forma de un aceite amarillo claro (1 g, 81%) y se utilizé sin purificacion
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adicional.

Paso B.

A una solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-
hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en |la
Preparacioén 8 (85 mg, 292 uymol) en THF anhidro (8,5 ml) se le afiadié una solucién
de THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butiimagnesio (742 uL, 742 umol) por
goteo. La mezcla se agitoé a temperatura ambiente durante 1 h, entonces la solucion
de THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo
crudo (1,48 ml, 742 pmol) se afadioé por goteo. La mezcla de la reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 1 h, seguido a continuacion de la adicion de solucién
de THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butiimagnesio (371 uL, 371 ymol) y
solucion de THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de
(2S)-bencilo crudo (0,74 ml, 371 ymol) secuencialmente. La mezcla de la reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 2 h adicionales. Se afadié MeOH (2 ml).
El disolvente se extrajo. El residuo se purific6 mediante cromatografia rapida (gel
de silice, 0-20% MeOH en DCM) para proporcionar el compuesto del titulo como un
sé6lido amarillo claro (10 mg, 5%).

LC-MS (M+H)* = 654,1

Ejemplo 6

Preparacion del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-0x0-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-

fosforilamino]-propionato de etilo
NH,

~fe oy
““(J

P.M. 591,50 Cy4H27FN;OgP
Se anadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (437 pL, 437 ymol) a una solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-

azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona



10

15

20

25

35

quiral preparada en la preparacion 8 (50 mg, 175 umol) en THF anhidro (5 ml). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucion THF
(0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-etilo crudo
preparada en el ejemplo 3, paso B (873 uL, 437 ymol) se afnadié gota a gota. La
mezcla de la reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 1 h, luego se
afiadieron la soluciéon THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butiimagnesio (219 pL,
219 uymol) y la solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-
iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (437 puL, 219 umol),
secuencialmente. La mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 2 h. mas. Se afadio MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se
purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 g, MeOH al 0-16% en
DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de sdlido blanco (5 mg,
5%).

LC-MS (M+H)*=592,2

Ejemplo 7

Preparacion del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo0-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-

propionato de isopropilo

-7

P.M. 555,46 C,1H,7;FN;OgP

Se afadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (376 pL, 376 ymol) a una solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-
azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona
quiral preparada en el ejemplo 8 (43 mg, 150 uymol) en THF anhidro (8 ml). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucion THF
(0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo
crudo preparada en el ejemplo 1, paso A (751 uL, 376 umol) se afadié gota a gota.

La mezcla de la reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h, luego se
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afiadieron la solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (188 L,
188 pumol) y la solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)
fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (376 uL, 188 umol),
secuencialmente. La mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante la noche. Se afadi6 MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se
purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice, MeOH al 0-18% en DCM) para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de sélido blanco (3 mg, 4%).

LC-MS (M+H)* = 556,0

Preparacion 13

Preparacion del intermediario quiral 4-amino-1-[(2R,3S,4S,5R)-5-azido-3-
(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il]-1H-pirimidin-

2-ona

P.M. 524,63 C35H29FNgO,4Si

Se anadié terc-butilclorodifenilosilano (Aldrich, 480 mg, 1,75 mmol) a una
solucion de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-
tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en el ejemplo 8 (50 mg,
175 pmol) e imidazol (119 mg, 1,75 mmol) en DMF anhidro (2,62 ml). La mezcla de
la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla se diluy6
con acetato de etilo, se lavé con agua varias veces y con solucion salina. La capa
organica se separd, se secé con MgSO, y se concentrd. El residuo se purifico
mediante cromatografia rapida (MeOH al 0-18% en DCM) para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (36 mg, 39%)

Preparacion 14

Preparacién de intermediario (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo0-2H-
pirimidin-1-ilo)-2-azido-4-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-3-fluoro-tetrahidro-furan-2-

ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo
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P.M. 843,93 C41H47FN;OgPSi

Se anadié gota a gota una solucién THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (95,3 pL, 95,3 pmol) a una solucion de 4-amino-1-[(2R,3S,4S,5R)-5-
azido-3-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il]- 1H-
pirimidin-2-ona quiral (20 mg, 38,1 umol) en THF anhidro (4 ml). La mezcla se agit6
a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucién THF (0,5 M) de 2-
(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada
en la preparacion 12, paso A (191 yL, 95,3 umol) se afiadid gota a gota. La mezcla
de la reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 1 h, luego se afadieron la
solucion THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (48 uL, 48 pymol) y la
solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-
isopropilo crudo preparada en la preparacion 12, paso A (96 uL, 48 umol),
secuencialmente. La mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante la noche. Se afadi6 MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se
purificé mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 mg, MeOH al 2-18% en
DCM) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de sélido blanco (22 mg,
68%).

LC-MS (M+H)* = 844,2

Ejemplo 8

Preparaciéon del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-0xo0-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-hidroxi-fosforilamino}-

propionato de isopropilo quiral
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P.M. 479,36 C45H23FN;OgP

Se afadié una solucion THF (1 M) de TBAF (21,3 uL, 21,3 ymol) a una
solucion de (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-4-
(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-3-fluoro-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-
fosforilamino]-propionato de isopropilo (18 mg, 21,3 ymol) en THF (2,88 ml). La
mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. El
disolvente se sustrajo, y el residuo se purifico mediante HPLC prep. para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (6 mg, 59%).

LC-MS (M+H)*=479,9

Ejemplo 9

Preparacion del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-
2-azido-3-fluoro-4-propioniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-
fosforilamino]-propionato de isopropilo

/( 0 NH,
O"N-N

.0 N

.P.0 5 [ N /&O

seit P
F o—(_

-9

P.M. 661,59 C,sH33FN;OgP

Se afiadié gota a gota una solucion THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-
butilmagnesio (183 pL, 183 ymol) a una solucion de propionato de (2R,3S,4S,5R)-
2-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-5-azido-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-
3-ilo quiral (preparacion descrita aparte, 25 mg, 73,0 ymol) en THF anhidro (5 ml).
La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solucidn

THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo
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crudo preparada en la preparacion 12, paso A (365 uL, 183 umol) se afiadi6 gota a
gota. La mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 h, luego
se anadieron la solucion THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (92 pL,
92 pumol) y la solucion THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-
iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en la preparacion
12, paso A (183 pL, 92 umol), secuencialmente. La mezcla de la reaccién se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 h. Se afadi6 MeOH (2 ml). El disolvente se
sustrajo. El residuo se purific6 mediante cromatografia rapida (gel de silice, 40 mg,
MeOH al 2-18% en DCM), entonces se sometié a HPLC prep. para proporcionar el
compuesto del titulo en forma de sdlido blanco (28 mg, 58%).
LC-MS (M+H)* = 662,2

Ejemplos bioldgicos

Ensayo del replicon del VHC

Este ensayo evalua la habilidad de los compuestos con la férmula | para
inhibir la replicacién del RNA del VHC, y por consiguiente su utilidad potencial para
el tratamiento de las infecciones por el VHC. El ensayo utiliza un mensajero como
un indicador simple del nivel del RNA del replicén del VHC intercelular. El gen
Renilla luciferase primero se introdujo en el primer marco de lectura abierto de una
construccion del replicon NK5.1 del genotipo 1b (N. Krieger et al., J. Virol. 2001
75(10):4614), inmediatamente después de la secuencia del lugar de entrada del
ribosoma interno (IRES), y se fusion6 con el gen de la fosfotransferasa de
neomicina (NPTII) mediante la autoescision del péptido 2A del virus de la fiebre
aftosa (M.D. Ryan & J. Drew, EMBO 1994 13(4):928-933). Tras la transcripcion in
vitro, el RNA se someti6 a elecroforesis en células Huh7 del hepatoma humano y se
aislaron y expandieron colonias G418-resistentes. La linea celular seleccionada de
manera estable 2209-23 contiene el RNA replicativo subgenémico del VHC, vy la
actividad de Renilla luciferase expresada mediante el replicon refleja el nivel de
RNA en las células. El ensayo se llevé a cabo en placas duplicadas, una en blanco
opaco y otra en una transparente, con el fin de medir la actividad antiviral y la
citotoxicidad de un compuesto quimico a la vez que se asegura que la actividad
observada no es consecuencia de un decrecimiento de la proliferacion celular o de

la muerte de las células.
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Las células del replicon del VHC (2209-23), que expresan el mensajero
Renilla luciferase, se cultivaron en el MEM de Dulbecco (Invitrogen, N° de cat.
10569-010) con suero bovino fetal al 5% (FBS, Invitrogen, N° de cat. 10082-147),
se colocaron en una placa de 96 pocillos en una densidad de 5000 células por
pocillo y incubaron durante la noche. Veinticuatro horas después, se afadieron a
las células diferentes disoluciones de compuestos quimicos en el medio de
crecimiento, las cuales se incubaron adicionalmente a 37°C durante tres dias. Al
finalizar el tiempo de la incubacién, las células de las placas blancas se recogieron
y se midié la actividad luciferasa mediante el uso del sistema de ensayo R.
luciferase (Promega, N° de cat. E2820). Todos los reactivos descritos en el
siguiente parrafo se incluyeron en el kit del fabricante, y se siguieron las
instrucciones del fabricante en la preparaciéon de los reactivos. Las células se
lavaron una vez con 100 ml de suero salino tamponado con fosfato (pH 7,0) (PBS)
por pocillo y se lisaron con 20 ml de 1x tampon de lisis del ensayo R. luciferase,
antes de la incubacién a temperatura ambiente durante 20 min. Entonces la placa
se introdujo en el lumindmetro de microplacas Centro LB 960 (Berthold
Technologies), y se inyectaron 100 ul del tampodn del ensayo R. luciferase en cada
pocillo y la sefal se midi6 mediante la utilizacién de un programa de retraso de 2
segundos, medicion en 2 segundos. La Clsg, la concentracién del farmaco requerida
para reducir el nivel del replicon al 50% en relacion al valor control de las células no
tratadas, puede calcularse a partir del grafico de la reduccion del porcentaje de la
actividad de la luciferasa, frente a la concentracion de farmaco, tal y como se
describe con anterioridad.

Se utilizé el reactivo WST-1 de Roche Diagnostic N° de cat. 1644807) para el
ensayo de citotoxicidad. Se afadieron diez microlitros del reactivo WST-1 a cada
pocillo de las placas transparentes, incluyendo los pocillos que so6lo contienen
medio como control. Entonces se incubaron las células durante 2 h a 37° C, y el
valor OD se midid6 mediante la utilizacién del lector de placas de microtitulacién
MRX Revelation (Lab System) a 450 nm (filtro de referencia a 650 nm). De nuevo,
la CCsg, la concentraciéon del farmaco requerida para reducir la proliferacién celular
al 50% en relacién al valor control de células no tratadas, puede calcularse a partir

del grafico de reduccion del porcentaje del valor del WST-1 frente a la
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concentracion del farmaco, tal y como se describe con anterioridad.
Los datos biolégicos representativos se muestran en la tabla Il a

continuacion:

TABLA II.
CCsp de la
Clso del replicéon del
Compuesto citotoxicidad del
VHC (LIM)
WST-1 (LM)

-1 >100 >100
[-2 39,805 >100
-3 79,095 >100
-4 >100 >100
I-5 1,53875 91,2
I-6 32 >100
I-7 56 >100
-8 >100 >100
-9 27 58

Debe comprenderse que las referencias que aqui se hacen al tratamiento
también se extienden a la profilaxis, asi como al tratamiento de las condiciones
existentes, y el tratamiento de animales incluye el tratamiento de humanos asi
como de otros mamiferos. Ademas, el tratamiento de una infeccion por el virus de
la hepatitis C (VHC), tal y como se utiliza aqui, también incluye el tratamiento o la
profilaxis de una enfermedad o condicidon asociada o mediada por la infeccion del
virus de la hepatitis C (VHC), o los sintomas clinicos de la misma.

Las caracteristicas descritas en la presente descripcion o en las siguientes
reivindicaciones, o las ilustraciones acompafnantes, expresadas en sus formas
especificas 0 en términos de un medio para la realizacion de la funcién descrita, o
un método o proceso para alcanzar los resultados descritos como apropiados,
pueden utilizarse para la realizacion de la invencion en diversas formas de la

misma, por separado o en cualquier combinacion de tales caracteristicas.
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La invencidn precedente se ha descrito en cierto detalle a modo de
ilustracion y ejemplo, con los fines de la claridad y el entendimiento. Los expertos
en la materia entenderan como obvio que se pueden introducir cambio y
modificaciones dentro del ambito de las reivindicaciones anejas. Por consiguiente,
debe comprenderse que se pretende que la descripcion anterior sea ilustrativa y no
restrictiva. Por consiguiente, el ambito de la invencion no deberia determinarse en
referencia a la descripcion anterior sino que deberia determinarse en referencia a
las reivindicaciones anejas siguientes, junto con el ambito completo de las
equivalentes a las cuales tales reivindicaciones estan autorizadas.

Todas las patentes, solicitudes de patente y publicaciones citadas en esta
solicitud se incorporan aqui a modo de referencia en su globalidad, para todos los
fines, en la misma medida en la que cada patente, solicitud de patente o

publicacion individual se indicé individualmente.



	CAMPO DE LA INVENCIÓN
	La presente invención hace referencia a derivados de nucleósidos como inhibidores de la replicación del replicón del RNA del VHC. En particular, la presente invención hace referencia a la utilización de los derivados de nucleósidos de purina y pirimidina como inhibidores de la replicación del RNA del virus de la hepatitis C (VHC) subgenómico, y a las composiciones farmacéuticas que contienen tales compuestos.
	El virus de la hepatitis C es la principal causa de la enfermedad hepática crónica en todo el mundo. Los paciente infectados con el VHC están en riesgo de desarrollar cirrosis hepática y subsiguientemente un carcinoma hepatocelular y, por tanto, el VHC es la indicación principal de trasplante de hígado. Actualmente, sólo existen dos terapias aprobadas disponibles para el tratamiento del la infección del VHC (R. G. Gish, Sem. Liver. Dis., 1999, 19, 35). Éstas son la monoterapia con el interferón- y, más recientemente la terapia en combinación del análogo del nucleósido, ribavirina (Virazole), con interferón-.
	Muchos de los fármacos aprobados para el tratamiento de las infecciones virales son nucleósidos o análogos de los nucleósidos y muchos de estos fármacos análogos de nucleósidos inhiben la replicación viral, seguido de la conversión de los trifosfatos correspondientes, mediante la inhibición de las enzimas de la polimerasa viral. Habitualmente, esta conversión al trifosfato está mediada por quinasas celulares y, por consiguiente, la evaluación directa de los nucleósidos como inhibidores de la replicación del VHC sólo se lleva a cabo convenientemente mediante la utilización de ensayos basados en células. Para el VHC existe una falta en la disponibilidad de un ensayo de la replicación viral basado en células verdadero o un o modelo animal de la infección.
	El virus de la hepatitis C pertenece a la familia Flaviridae. Se trata de un virus de RNA y el genoma de RNA codifica por una poliproteína grande que, tras el procesamiento, produce la maquinaria de replicación necesaria para asegurar la síntesis de la progenie de RNA. Se cree que la mayoría de las proteínas no estructurales codificadas por el genoma de RNA del VHC están involucradas en la replicación del RNA. Lohmann et al. [V. Lohmann et al., Science, 1999, 285, 110-113] han descrito la construcción de una línea celular de hepatoma humano (Huh7) en la que se han introducido moléculas del RNA del VHC subgenómico y demostraron una replicación con una eficiencia alta. Se cree que el mecanismo de la replicación del RNA en estas líneas celulares es idéntica a la replicación del genoma del RNA del VHC de longitud completa en hepatocitos infectados. Los clones de cDNA del VHC subgenómico utilizados para el aislamiento de estas líneas celulares han formado las bases para el desarrollo de un ensayo basado en células para la identificación de los análogos de nucleósidos inhibidores de la replicación del VHC.
	La solicitud proporciona un compuesto seleccionado a partir de un grupo que incluye:
	Compuestos
	En la siguiente tabla se proporcionan algunos ejemplos de compuestos representativos abarcados por la presente invención y en el ámbito de la invención. Estos ejemplos y preparaciones siguientes se proporcionan para permitir que los expertos en la materia entiendan más claramente y practiquen la presente invención. Estos no deben considerarse limitantes del ámbito de la invención sino como meras ilustraciones y representaciones de la misma.
	En general, la nomenclatura utilizada en esta solicitud se basa en AUTONOMTM v.4.0, un sistema computerizado de Beilstein Institute para la generación de la nomenclatura sistemática de la IUPAC. Si existe discrepancia alguna entre una estructura ilustrada y un nombre proporcionado se debe dar más peso a la estructura. Además, si no se indica la estereoquímica de una estructura o una parte de una estructura con, por ejemplo, líneas en negrita o discontinuas, debe interpretarse que la estructura o parte de la estructura abarca todos los estereoisómeros de la misma.
	La tabla I describe algunos ejemplos de compuestos de acuerdo con la fórmula I genérica.
	Síntesis
	Esta solicitud está relacionada con la publicación de Smith, David B.; Kalayanov, Genadiy; Sund, Christian; Winqvist, Anna; Maltseva, Tatiana; Leveque, Vincent J.-P.; Rajyaguru, Sonal; Le Pogam, Sophie; Najera, Isabel; Benkestock, Kurt; et al Journal of Medicinal Chemistry (2009), 52(9), 2971-2978.
	Esquemas generales
	Los métodos descritos con anterioridad se describen con más detalle a continuación:
	El nucleósido comercialmente disponible 3’-fluoro-3’-deoxiuridina (1) también puede prepararse de acuerdo con los procedimientos descritos por Gosselin, G. et al, Collect. Czech. Chem. Commun. (2006), Vol. 71, Nº 7, 991–1010. La yodación seguida de la eliminación del yoduro bajo condiciones básicas puede llevar al intermediario 3. La introducción del grupo acido en la posición 4’ en el intermediario 3, seguido del desplazamiento oxidativo del 5’-yoduro con ácido m-cloroperbenzoico en el intermediario 4 para lograr el 5, puede lograrse de acuerdo con los métodos descritos por Smith, D. B. et al, J. Med. Chem. (2009), 52(9), 2971-2978. La desprotección de los grupos 5’ m-clorobenzoilo en el intermediario 5 proporciona el intermediario de uridina 6 (Esquema 1).
	Esquema 1.
	El intermediario de citidina 10 se ha descrito por Smith, D. B. et al en J. Med. Chem. (2009), 52(9), 2971-2978. De forma alternativa, el 10 también puede prepararse eficientemente mediante la vía sintética descrita en el esquema 2.
	Esquema 2.
	El intermediario de guanosina12 puede prepararse mediante la reacción de transaminación a partir del intermediario 8 con guanina protegida seguido de la reacción de desprotección (esquema 3).
	Esquema 3.
	Los compuestos de fosforamidato de la presente invención pueden prepararse mediante la condensación del nucleósido 6 o 10 o 12 con un compuesto de fosfocloridato 11 adecuadamente sustituido en presencia de una base fuerte (esquema 4). La condensación puede llevarse a cabo en el nucleósido no protegido 6 o 10 o 12. El producto acoplado 16 en la fórmula I se obtiene inicialmente en forma de una mezcla de dos diastereómeros bajo la reacción de acoplamiento y se pueden separar en sus enantiómeros quirales correspondientes mediante una columna quiral, una HPLC quiral o una cromatografía SFC quiral.
	Esquema 4.
	La reacción de condensación también puede llevarse a cabo en una nucleósido protegido 6 o 10 o 12. Por ejemplo, el nucleósido 6 puede protegerse en la posición 2’ para proporcionar el intermediario 17. La reacción de condensación con el 17 puede llevar al compuesto 18 en la fórmula I con un rendimiento mejorado. En el caso de que R5 sea un grupo trietilsililo, el 18 puede desprotegerse selectivamente para sustraer el 2’-trietilsililo mediante el tratamiento con ácido acético o ácido fórmico a temperatura ambiente para generar el compuesto 16, en el que R6 es citidina (Esquema 5).
	Esquema 5.
	Dosificación y administración:
	Tal y como se muestra con anterioridad en la tabla, los compuestos con la fórmula I tienen el potencial de ser eficaces como fármacos antivirales para el tratamiento de las infecciones por el VHC en humanos, o se metabolizan en compuestos que muestran tal actividad.
	En otra realización de la invención, el compuesto activo o su derivado o sal pueden administrarse en combinación con otro agente antiviral, tal como un agente anti-hepatitis, que incluye los compuestos con la fórmula I. Cuando el compuesto activo o su derivado o sal se administran en combinación con otro agente antiviral, la actividad puede aumentarse por encima del compuesto parental. Esto puede evaluarse fácilmente mediante la preparación del derivado y la evaluación de su actividad anti-VHC de acuerdo con el método descrito aquí.
	La administración del compuesto activo puede variar desde la administración continua (goteo intravenoso) hasta la administración oral varias veces al día (por ejemplo, cuatro veces al día) y puede incluir la administración oral, tópica, parenteral, intramuscular, intravenosa, subcutánea, transdérmica (lo cual puede incluir un agente de potenciación de la penetración), bucal y mediante supositorio, entre otra vías de administración.
	Los derivados de nucleósidos sustituidos en 4', así como sus sales farmacéuticamente utilizables, se pueden utilizar como medicamentos en la forma de cualquier formulación farmacéutica. La formulación farmacéutica se puede administrar íntegramente, o bien oralmente, por ejemplo en forma de comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas, cápsulas de gelatina duras o blandas, soluciones, emulsiones, jarabes, o suspensiones; o rectalmente, por ejemplo en forma de supositorios. También pueden administrarse por vía parenteral (intramuscularmente, por vía intravenosa, subcutáneamente o con una inyección intraesternal o mediante técnicas de infusión), por ejemplo en forma de inyección de soluciones, nasalmente, por ejemplo en forma de pulverizadores nasales, o inhalación de pulverizadores, y por vía tópica y así sucesivamente.
	Para la manufacturación de preparaciones farmacéuticas, los derivados de nucleósidos sustituidos en 4', al igual que las sales que pueden utilizarse farmacéuticamente, se pueden formular con un excipiente orgánico, inorgánico o inerte terapéuticamente para la producción de comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas, cápsulas de gelatina blandas y duras, soluciones, emulsiones o suspensiones.
	Los compuestos con la fórmula I se pueden formular en una mezcla con un transportador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, los compuestos de la presente invención se pueden administrar oralmente en forma de sal farmacológicamente aceptable. Ya que los compuestos de la presente invención son mayoritariamente solubles en agua, se pueden administrar de manera intravenosa en una solución salina fisiológica (por ejemplo, tamponada con un pH entre aproximadamente 7,2 a 7,5). Los tampones convencionales como los fosfatos, bicarbonatos o citratos se pueden utilizar para este fin. Por supuesto, un experto en la materia puede modificar las formulaciones respecto a lo establecido en la especificación para proporcionar numerosas formulaciones para una vía de administración en particular, sin que esto vuelva a las composiciones de la presente invención inestables o comprometa su actividad terapéutica. En particular, la modificación de los presentes compuestos para hacerlos más solubles en agua o en otro medio, por ejemplo, puede conseguirse fácilmente mediante modificaciones menores (formulación de la sal, esterificación, etc.), las cuales conocen los expertos en la materia. Los expertos en la materia también saben cómo modificar el modo de administración y el régimen de dosificación de un compuesto en particular con el fin de controlar la farmacocinética de los presentes compuestos para obtener un máximo efecto beneficioso en los pacientes.
	Para las formulaciones parenterales, el transportador normalmente incluirá agua estéril o una solución acuosa de cloruro sódico, aunque se pueden incluir otros ingredientes, tal como aquellos que facilitan la dispersión. Por supuesto, allá donde se utilice agua estéril y se mantenga estéril, las composiciones y los transportadores también deben esterilizarse. También se pueden preparar suspensiones inyectables y, en ese caso, se pueden utilizar transportadores líquidos adecuados, agentes de suspensión y similares.
	Los excipientes adecuados para los comprimidos, los comprimidos recubiertos, las grageas y las cápsulas de gelatina dura son, por ejemplo, la lactosa, el almidón de maíz y los derivados del mismo, el talco y el ácido esteárico o sus sales.
	Si se desea, los comprimidos o las cápsulas pueden presentar recubrimiento entérico o liberación sostenida mediante técnicas estándar.
	Los excipientes adecuados para las cápsulas de gelatina blandas son, por ejemplo, los aceites vegetales, las ceras, las grasas, los polioles líquidos y semisólidos.
	Los excipientes adecuados para la inyección de soluciones son, por ejemplo, el agua, el suero salino, los alcoholes, los polioles, la glicerina o los aceites vegetales.
	Los excipientes adecuados para los supositorios son, por ejemplo, los aceites naturales y endurecidos, las ceras, las grasas, los polioles semilíquidos o líquidos.
	Los excipientes adecuados para las soluciones y jarabes para su utilización enteral son, por ejemplo, el agua, los polioles, la sacarosa, el azúcar invertido y la glucosa.
	Las preparaciones farmacéuticas de la presente invención también pueden proporcionarse en forma de formulaciones de liberación sostenida u otras formulaciones adecuadas.
	Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener conservantes, solubilizantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsificadores, edulcorantes, colorantes, aromatizadores, sales para el ajuste de la presión osmótica, tampones, agentes enmascarantes o antioxidantes.
	Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener otros agentes terapéuticamente activos conocidos en la materia.
	La dosificación puede variar dentro de unos límites amplios y, por supuesto, se ajustará a los requerimientos individuales en cada caso particular. Para la administración oral, debería ser apropiado una dosificación diaria de entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por día en monoterapia y/o en terapia combinada. Una dosis diaria preferible se encuentra entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, más preferible entre 0,1 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal y lo más preferible entre 1,0 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por día. Una preparación típica contendrá entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 95% del compuesto activo (peso/peso). La dosificación diaria puede administrarse como una dosificación única o en dosificaciones divididas, habitualmente entre 1 y 5 dosificaciones por día.
	En ciertas formas de dosificación farmacológicas, se prefiere la forma de profármaco de los compuestos, especialmente los derivados acilados (acetilados u otros), los ésteres de piridina y varias formas en sal de los presentes compuestos. Los expertos en la materia reconocerán el modo de modificar fácilmente los presentes compuestos hacia formas de profármaco para facilitar la liberación de los compuestos activos en el lugar diana del organismo huésped o paciente. Los expertos en la materia también utilizarán a su favor los parámetros farmacocinéticos favorables de las formas de profármaco, siempre que se pueda,  para la liberación de los presentes compuestos en el lugar diana del organismo huésped o paciente para maximizar el efecto buscado del compuesto.
	Indicaciones y método de tratamiento
	Los compuestos de la invención y sus formas isoméricas y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos son útiles en el tratamiento y la prevención de la infección por el VHC.
	La solicitud proporciona un método para tratar una infección por el virus de la hepatitis C (VHC) que incluye la administración a un paciente que lo necesite de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto como cualquiera de los que presentan la fórmula I.
	La solicitud proporciona un método para inhibir la replicación del VHC en una célula que incluye la administración de un compuesto como cualquiera de los que presentan la fórmula I.
	Terapia combinada
	Los compuestos de la invención, sus formas isoméricas y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos son útiles en el tratamiento y la prevención de la infección por el VHC, solos o cuando se utilizan en combinación con otros compuestos que se dirigen a elementos o funciones virales o celulares involucrados en el ciclo vital del VHC. Las clases de compuestos útiles en la invención incluyen, sin limitación, todos los tipos de antivirales contra el VHC.
	Para las terapia combinadas, las clases mecanísticas de agentes que pueden ser útiles cuando se combinan con los compuestos de la invención incluyen, por ejemplo, los inhibidores nucleósidos y no-nucleósidos de la polimerasa del VHC, los inhibidores de la proteasa, los inhibidores de la helicasa, los inhibidores de NS4B y los agentes medicinales que inhiben funcionalmente el lugar de entrada ribosómica interna (IRES) y otros médicamente que inhiben la adherencia celular del VHC o la entrada del virus, la traducción del RNA del VHC, la transcripción del RNA del VHC, la replicación o la maduración del VHC, el ensamblaje o la liberación del virus. Los compuestos específicos en estas clases y que son útiles en la invención incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de la proteasa del VHC macrocíclicos, heterocíclicos y lineales como el telaprevir (VX-950), el boceprevir (SCH-503034), el narlaprevir (SCH-9005 18), ITMN-191 (R-7227), TMC-435350 (también conocido como TMC-435), MK- 7009, BI-201335, BI-2061 (ciluprevir), BMS-650032, ACH-1625, ACH-1095 (inhibidor del cofactor de la proteasa NS4A del VHC), VX-500, VX-8 13, PHX-1766, PHX2054, IDX- 136, IDX-3 16, ABT-450 EP-0 13420 (y congéneres) y VBY-376; los inhibidores nucleosídicos de la polimerasa del VHC (replicasa) útiles en la invención incluyen, pero no se limitan a, R7128, PSI-785 1, IDX-184, IDX-102, R1479, UNX-08 189, PSI-6130, PSI-938 y PSI-879 y otros análogos de nucleósido y nucleótido, e inhibidores del VHC que incluyen (pero no se limitan a) los derivados de los nucleós(t)idos modificados en 2'-C-metilo, los nucleós(t)idos modificados en 4'-aza, los nucleós(t)idos modificados en 7'-deaza. Los inhibidores de la polimerasa (replicasa) del VHC no nucleósidos útiles en la invención, incluyen, pero no se limitan a, VHC-796, VHC-371, VCH-759, VCH-916, VCH- 222, ANA-598, MK-3281, ABT-333, ABT-072, PF-00868554, BI-207127, GS-9190, A- 837093, JKT-109, GL-59728 y GL-60667.
	Además, los compuestos de la invención se pueden utilizar en combinación con antagonistas de la ciclofilina e inmunofilina (por ejemplo, sin limitación, los compuestos DEBIO, NM-811 así como la ciclosporina y sus derivados), los inhibidores de la quinasa, los inhibidores de las proteínas del choque térmico (por ejemplo, HSP90 y HSP70), otros agentes inmunomoduladores que pueden incluir, sin limitación, interferones (-alfa, -beta, -omega, -gamma,  -lambda o sintéticos) tales como intrón A, roferón-A, canferón-A300, advaferón, infergén, humoferón, sumiferón MP, alfaferona, IFN-β, ferón y similares; compuestos de interferón derivatizados con polietilenglicol (pegilados), tales como el interferón-α-2a PEG (Pegasys), el interferón-α-2b PEG (PEGIntron), IFN-α-con1 pegilado y similares; formulaciones y derivaciones de acción prolongada de los compuestos de interferón tales como el interferón unido a albúmina, albuferón, locterón, y similares; interferones con varios tipos de sistemas de liberación controlada (por ejemplo, ITCA-638, omega-interferón liberado mediante el sistema de liberación subcutáneo DUROS); compuestos que estimulan la síntesis de interferón en las células, tales como resiquimod y similares; interleucinas; compuestos que potencias el desarrollo de la respuesta celular de linfocitos T cooperadores de tipo , tales como SCV-07 y similares; agonistas del receptor de tipo TOLL, tales como CpG-10101 (actilon), isotorabina, ANA773 y similares; timosina α-1; ANA-245 y ANA-246; diclorhidrato de histamina; propagermanio; tetraclorodecaóxido; ampligén; IMP-321; KRN-7000; anticuerpos, tales como civacir, XTL-6865 y similares, y vacunas profilácticas y terapéuticas tales como InnoVac C, VHC E1E2/MF59 y similares. Además, cualquiera de los métodos descritos con anterioridad que incluyen la administración de un inhibidor de NS5A, un agonista del receptor del interferón de tipo I (por ejemplo, un IFN-α) y un agonista del receptor del interferón de tipo II (por ejemplo, un IFN-γ) puede aumentarse mediante la administración de una cantidad efectiva de un antagonista del TNF-α. A modo de ejemplo, los antagonistas del TNF-α no limitantes adecuados para la utilización en tales terapias combinadas incluyen ENBREL, REMICADE y HUMIRA.
	Además, los compuestos de la invención se pueden utilizar en combinación con antiprotozoos y otros antivirales que se cree que son efectivos en el tratamiento de la infección por el VHC tales como, sin limitación, el profármaco nitazoxanida. La nitazoxanida se puede utilizar como agente en combinación con los compuestos descritos en esta invención así como en combinación con otros agentes útiles en el tratamiento de la infección por el VHC, tales como el peginterferón α-2a y la ribavirina.
	Los compuestos de la invención también pueden utilizarse con formas alternativas de interferones e interferones pegilados, ribavirina o sus análogos (por ejemplo, tarabavarina, levovirón), microRNA, compuestos de RNA pequeños de interferencia (por ejemplo, SIRPLEX-140-N y similares), análogos de nucleótido o nucleósido, inmunoglobulinas, hepatoprotectores, agentes antiinflamatorios y otros inhibidores de NS5A. Los inhibidores de otras dianas en el ciclo vital del VHC incluyen los inhibidores de la helicasa NS3; los inhibidores del cofactor de NS4A; los inhibidores de oligonucleótidos antisentido, tales como ISIS-14803, AVI-4065 y similares; horquilla de RNA corta codificada por un vector (shRNA); ribozimas específicas del VHC tales como heptazime, RPI, 13919 y similares; inhibidores de la entrada tales como HepeX-C, HuMax-HepC y similares; inhibidores de la alfaglucosidasa tales como celgosivir, UT-231B y similares; inhibidores de KPE-02003002, BIVN 401 y IMPDH. Otros compuestos inhibidores del VHC ilustrativos incluyen aquellos descritos en las siguientes publicaciones: Nº de patentes de EE.UU. 5.807.876; 6.498.178; 6.344.465; y 6.054.472;  Nº de solicitud de publicación de patente PCT WO97/40028; WO98/40381; WO00/56331, WO02/04425; WO03/007945; WO03/010141; WO03/000254; WO01/32153; WO00/06529; WO00/18231; WO00/10573; WO00/13708; WO01/85172; WO03/037893; WO03/037894; WO03/037895; WO02/100851; WO02/100846; WO99/01582; WO00/09543; WO02/18369; WO98/17679, WO00/056331; WO98/22496; WO99/07734; WO05/073216, WO05/073195 y WO08/021927.
	Además, las combinaciones de, por ejemplo, ribavirina e interferón pueden administrase en forma de terapia combinada múltiple con, al menos, uno de los compuestos de la invención. La presente invención no se limita por los compuestos y clases mencionados con anterioridad y contempla los compuestos conocidos y nuevos, así como combinaciones de agentes biológicamente activos. Se pretende que las terapias combinadas de la presente invención incluyan cualquier combinación químicamente compatible de un compuesto de este grupo inventivo con otros compuestos del grupo inventivo u otros compuestos fuera del grupo inventivo, siempre que la combinación no elimine la actividad antivírica del compuesto de este grupo inventivo o la actividad antivírica de la composición farmacológica, en sí misma.
	La terapia combinada puede ser secuencial, lo cual consiste en tratar primero con un agente y luego con un segundo agente (por ejemplo, en la que cada tratamiento incluye un compuesto diferente de la invención o en la que un tratamiento incluye un compuesto de la invención y el otro incluye uno o más agentes biológicamente activos) o puede ser un tratamiento con ambos agentes a la misma vez (concurrentemente). La terapia secuencial puede incluir un tiempo razonable después de la finalización de la primera terapia y previamente al inicio de la segunda terapia. El tratamiento con ambos agentes al mismo tiempo puede realizarse en la misma dosis diaria o en dosis separadas. La terapia combinada no se limita a dos agentes y puede incluir tres o más agentes. Las dosificaciones tanto para la terapia combinada concurrente como para la secuencial dependerán de las tasa de absorción, distribución, metabolismo y excreción de los componentes de la terapia combinada, así como otros factores que los expertos en la materia conocen. Los valores de dosificación también variarán junto a la gravedad de la condición que deba aliviarse. Debe entenderse que, para cualquier sujeto particular, se pueden ajustar los regímenes y esquemas de dosificación específicos a lo largo del tiempo, de acuerdo con la necesidad del individuo y el juicio de los expertos en la materia de la administración o la supervisión de la administración de la terapia combinada.
	La solicitud proporciona un método para tratar una infección por el virus de la hepatitis C (VHC) que comprende la administración a un paciente que lo necesita de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto como cualquiera de los que presentan la fórmula I.
	La solicitud proporciona el método descrito con anterioridad que, además, incluye la administración de un modulador del sistema inmunitario o un agente antiviral que inhiba la replicación del VHC, o una combinación de los mismos.
	La solicitud proporciona el método descrito con anterioridad, en el que el modulador del sistema inmunitario es un interferón o un interferón derivado químicamente.
	La solicitud proporciona el método mencionado con anterioridad, en el que el agente antiviral se selecciona a partir del grupo que incluye el inhibidor de la proteasa del VHC, el inhibidor de la polimerasa del VHC, el inhibidor de la helicasa del VHC, el inhibidor de la primasa del VHC, el inhibidor de la fusión del VHC, y una combinación de los mismos.
	EJEMPLOS
	Condiciones generales
	Los compuestos de la invención pueden ser creados mediante una variedad de métodos representados en las reacciones sintéticas ilustrativas descritas más adelante, en la sección de los Ejemplos.
	Los materiales iniciales y los reactivos utilizados para preparar estos compuestos generalmente están disponibles a partir de proveedores comerciales, como Aldrich Chemical Co., o se preparan mediante los métodos conocidos por los expertos en la materia, siguiendo los procedimientos establecidos en referencias tales como Fieser y Fieser, Reagents for Organic Synthesis; Wiley & Sons: Nueva York, 1991, Volúmenes 1-15; Rodd's Chemistry of Carbon Compounds, Elsevier Science Publishers, 1989, Volúmenes 1-5 y Suplementos; y Organic Reactions, Wiley & Sons: Nueva York, 1991, Volúmenes 1-40. Se debería apreciar que la reacción sintética esquemática tal y como se muestra en la sección de los ejemplos es meramente ilustrativa de algunos métodos mediante los cuales se pueden sintetizar los compuestos de la invención, y los expertos en la materia sugerirán y pueden hacer varias modificaciones en estos esquemas de reacción sintética, haciendo referencia a la descripción que contiene esta solicitud.
	Los materiales iniciales y los intermediarios de los esquemas de la reacción sintética se pueden aislar y se pueden purificar, si se desea, utilizando técnicas convencionales, incluyendo pero sin limitarse a, la filtración, destilación, la cristalización, la cromatografía, y similares. Dichos materiales pueden caracterizarse para utilizarse de manera convencional, incluyendo las constantes físicas y los datos espectrales.
	A menos que se especifique lo contrario, las reacciones que aquí se describen se conducen habitualmente bajo una atmósfera inerte, a presión atmosférica, un rango de temperatura de reacción de entre -78 °C y aproximadamente 150 °C, normalmente desde alrededor de los 0 °C y alrededor de los 125 °C, y más comúnmente y convenientemente en una sala a temperatura ambiente, por ejemplo, alrededor de los 20 °C.
	Varios sustituyentes de los compuestos de la invención pueden estar presentes en los compuestos iniciales, añadidos en cualquiera de los intermediarios o añadidos después de la formación de los productos finales mediante métodos conocidos de sustitución o reacciones de conversión. Si los sustituyentes por sí mismos son reactivos, entonces los sustituyentes se pueden proteger por sí mismos de acuerdo con las técnicas conocidas en la materia. En la materia se conocen varios grupos protectores y estos pueden aplicarse. Algunos ejemplos de muchos de los posibles grupos pueden encontrarse en “Protective Groups in Organic Synthesis” de Green et al., John Wiley and Sons, 1999. Por ejemplo, los grupos nitro se pueden añadir mediante la nitración y el grupo nitro se puede convertir en otros grupos, tal como en amino mediante la reducción, y en halógeno mediante la diazotización del grupo amino y la sustitución del grupo diazo por un halógeno. Los grupos acilo se pueden añadir mediante la acilación de Friedel-Crafts. Los grupos acilo se pueden transformar en el grupo alquilo correspondiente mediante varios métodos, incluyendo la reducción de Wolff-Kishner y la reducción de Clemmenson. Los grupos amino pueden alquilarse para formar los grupos mono- y dialquilamino; y los grupos mercapto e hidroxi se pueden alquilar para formar los éteres correspondientes. Los alcoholes primarios se pueden oxidar mediante agentes oxidantes conocidos en la materia para formar ácidos carboxílicos o aldehídos, y los alcoholes secundarios se pueden utilizar para formar cetonas. Por tanto, se pueden utilizar las reacciones de sustitución o alteración para proporcionar una variedad de sustituyentes a lo largo de la molécula del material inicial, intermediarios, o del producto final, incluyendo los productos aislados.
	Abreviaciones
	Las abreviaciones utilizadas en esta solicitud incluyen: acetilo (Ac), ácido acético (HOAc), azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN), 1-N-hidroxibenzotriazol (HOBt), atmósferas (Atm), cromatografía líquida de alta presión (HPLC), 9-borabiciclo[3.3.1]nonano (9-BBN o BBN), metilo (Me), terc-butoxicarbonilo (Boc), acetonitrilo(MeCN), pirocarbonato de di-terc-butilo o anhidruro de boc (BOC2O), clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropilo)-3-etilcarbodiimida (EDCI), benzoilo (Bz), bencilo (Bn), ácido m-cloroperbenzoico (MCPBA), ácido m-clorobenzoico (MCBA), butilo (Bu), metanol (MeOH), benciloxicarbonilo (cbz o Z), punto de fusión (pf), carbonildiimidazol (CDI), MeSO2- (mesilo o Ms), 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO), espectro de masas (ms), trifluoruro de dietilaminosulfuro (DAST), metil-t-butiléter (MTBE), dibencilidenacetona (Dba), N-carboxianhidruro (NCA), 1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno (DBN), N-bromosuccinimida (NBS), 1,8-diazabiciclo[5.4.0] undec-7-eno (DBU), N-metilmorfolina (NMM), N-metilpirrolidona (NMP), 1,2-dicloroetano (DCE), clorocromato piridinio (PCC), N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), dicromato de piridinio (PDC), diclorometano (DCM), propilo (Pr), azodicarboxilato de dietilo (DEAD), fenilo (Ph), di-iso-propilazodicarboxilato DIAD, libras por pulgada cuadrada (psi), di-iso-propiletilamina (DIPEA), piridina (pir), hidruro de di-iso-butilaluminio, DIBAL-H, temperatura ambiente (ta o TA), N,N-dimetilacetamida (DMA), terc-butildimetilsililo o t-BuMe2Si (TBDMS), 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), trietilamina (Et3N o TEA), N,N-dimetilformamida (DMF), triflato o CF3SO2- (Tf), dimetilsulfóxido (DMSO), ácido trifluoroacético (TFA), 1,1'-bis-(difenilofosfino)etano (dppe), 2,2,6,6-tetrametilheptan-2,6-diona (TMHD), 1,1'-bis-(difenilofosfino)ferroceno (dppf), cromatografía de capa fina (TLC), acetato de etilo (EtOAc), tetrahidrofurano (THF), dietiléter (Et2O), trimetilsililo o Me3Si (TMS), etilo (Et), ácido p-toluenosulfónico (TsOH o pTsOH), hexametildisilazano de litio (LiHMDS), 4-Me-C6H4SO2- o tosilo (Ts), iso-propilo (i-Pr), N-uretan-N-carboxianhidruro (UNCA), etanol (EtOH). La nomenclatura convencional, que incluye los prefijos normal (n), iso (i-), secundario (sec-), terciario (terc-) y neo presentan su significado habitual cuando se utilizan con una porción alquilo. (J. Rigaudy y D. P. Klesney, Nomenclature in Organic Chemistry, IUPAC 1979 Pergamon Press, Oxford.).
	Ejemplos preparativos
	Preparación 1
	Preparación del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
	P.M. 356.09 C9H10FIN2O4
	Se disolvieron 3’-deoxi-3’--fluoro-uridina quiral (Green ChemPharma) (52 g, 21 mmol) y PPh3 (7,7 g, 29 mmol) en CH3CN/piridina (95:5, 250 ml). Se añadió yoduro (7,0 g, 27,5 mmol) y la mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente bajo N2 durante 12 h. Se añadió agua (80 ml) y el disolvente se evaporó hasta secarse bajo presión reducida. Se llevó a cabo una destilación aceotrópica con CH3CN y luego con CHCl3 para sustraer el agua restante. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (2-4% EtOH en CH2Cl2) para proporcionar el producto del título (5 g).
	1H RMN (300 MHz, DMSO-d6):δ 11,45 (s, 1H), 7,72-7,69 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,87-5,84 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,74-5,71 (m, 2H), 5,00-4,80 (dd, J = 54,3Hz, 4,2Hz, 1H), 4,53-4,41 (m, 1H), 4,32-4,19 (m, 1H), 3,56-3,40 (m, 2H).
	Preparación 2
	Preparación del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-metilen-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
	P.M. 228,18 C9H9FN2O4
	Se añadió NaOMe (16,2 g, 30 mmol) a la 1-((2R,3S,4S,5S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral (10,7 g) en metanol (650 ml). La mezcla de reacción se calentó con reflujo durante 2 h. La mezcla se refrigeró a temperatura ambiente, se añadió resina (H+, lavada con agua) por partes a 0 oC hasta que el pH alcanza el nivel de 6~7. La resina se sustrajo mediante filtración y se lavó con metanol, y el filtrado se evaporó hasta secarse bajo presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (acetato de etilo como eluyente) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido amarillo (2,3 g)
	1H RMN (300 MHz, DMSO-d6):δ 11,53 (s, 1H), 7,79-7,76 (d, J=8,1Hz, 1H), 6,14-6,12 (d, J=6,3Hz, 1H), 6,08-6,06 (d, J=7,5Hz, 1H), 5,74-5,71 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,40-5,19 (dd, J = 55,8Hz, 4,5Hz, 1H), 4,71-4,54 (m, 3H).MS [M+H]+ = 229,2
	Preparación 3
	Preparación del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
	P.M. 397,11 C9H9FIN5O4
	Se suspendieron [Bn(Et)3N]Cl (17 g, 75 mmol) y NaN3 (4,5 g, 69 mmol) en CH3CN anhidro (200 ml) y se agitaron a temperatura ambiente durante la noche. La suspensión fina resultante se filtró en una solución de THF seca (30 ml) de 1-((2R,3S,4S)-4-fluoro-3-hidroxi-5-metilen-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral (2 g, 8,8 mmol). Se añadió 4-metilmorfolina (0,3 ml, 2,6 mmol), la solución resultante se refrigeró en un baño de agua helada, y se añadió gota a gota una solución de yoduro (8 g, 31 mmol) en THF anhidro (30 ml) durante un periodo de 60 min. La mezcla de la reacción se agitó a 0-9 oC durante 16 h. Se añadió N-acetil-L-cisteína, y la solución se agitó hasta que disminuyó el burbujeo. El disolvente se concentró bajo presión reducida a la mitad del volumen, entonces se añadieron una solución de 0,1M de Na2S2O3 y una solución saturada acuosa de NaHCO3. La mezcla se extrajo con EtOH al 10% en CH2Cl2 y se lavó con solución salina. Las capas orgánicas se secaron con Na2SO4, se filtraron y se evaporaron hasta secarse bajo presión reducida. La mezcla se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice [acetato de etilo:CH2Cl2:EtOH; 200:100:3] para producir el producto deseado crudo. El producto crudo se purificó mediante cromatografía en gel de sílice (EtOH al 0~3% en CH2Cl2) dos veces para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (0,73 g, 21%)
	1H RMN (300 MHz, CDCl3):δ 9,09 (s, 1H), 7,38-7,35 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,83-5,80 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,76-5,75 (d, J=4,2Hz, 1H), 5,45-5,26 (dd, J = 52,2Hz, 5,7Hz, 1H), 4,84-4,77 (m, 1H), 3,60-3,48 (m, 1H).
	Preparación 4
	Preparación del intermediario quiral 3-cloro-benzoato de (2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetilo
	P.M. 425,76 C16H13ClFN5O6
	Se combinó una solución de 1-((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral (0,76 g, 1,9 mmol) en CH2Cl2 (120 ml) con una mezcla de (Bu)4NHSO4 (796 mg, 2,35 mmol) y ácido m-clorobenzoico (500 mg, 3,2mmol) en K2HPO4 (1,75 M, 40 ml). El sistema de dos fases se agitó enérgicamente a temperatura ambiente y se añadió una parte de ácido m-cloroperbenzoico (3,6 g) [al 55% en equilibrio con ácido 3-clorobenzoico (10%) y agua (35%)]. Después de 1 h., se añadió 3x1,2 g de esta mezcla de reactivo a intervalos de 1 hora. Tras la última adición, la mezcla se agitó enérgicamente a temperatura ambiente durante 18 h. Se añadieron una solución saturada acuosa de Na2S2O3 (0,1 M) y NaHCO3 (pH 7~8). La mezcla se agitó enérgicamente a temperatura ambiente durante 15 min. La capa orgánica se separó, y la capa de agua se extrajo con CH2Cl2. El extracto orgánico combinado se lavó con NaHCO3 acuoso saturado. La capa orgánica se separó y se concentró bajo presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (EtOH al 0~3% en CH2Cl2) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (0,35 g, 43%)
	1H RMN (300 MHz, CDCl3):δ 9,00 (s, 1H), 8,09-7,91 (m, 2H), 7,59-7,56 (m, 1H), 7,44-7,39 (m, 1H), 7,32-7,29 (d, J=8,1Hz, 1H), 5,79-5,73 (m, 2H), 5,61-5,42 (dd, J = 51,9Hz, 5,7Hz, 1H), 4,81-4,78 (m, 1H).
	Preparación 5
	Preparación del intermediario quiral 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona
	P.M. 287,21 C9H10FN5O5
	Se añadió una solución de NH3 en MeOH (7N，10 ml) al 3-cloro-benzoato de (2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetilo quiral (100 mg, 0,24 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. El disolvente se evaporó y el residuo se purificó mediante HPLC prep. para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (34,5 mg, 51%)
	MS [M+H]+ = 288,0; 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6):δ 11,52 (s, 1H), 7,84-7,82 (d, J=8,1Hz, 1H), 6,18-6,15 (m, 2H), 5,88-5,77 (m, 2H), 5,23-5,03 (dd, J = 53,7Hz, 4,5Hz, 1H), 4,60-4,40 (m, 1H), 3,54-3,53 (d, J = 5,1 Hz,2H).
	Preparación 6
	Preparación del intermediario quiral benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-yodometil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona
	P.M. 501,22 C16H13FIN5O5
	Se añadió gota a gota BzCl (0,67 ml, 5,67 mmol) a una solución de 1-((2R,3S,4S,5S)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-yodometil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral preparada en la preparación 3 (1,5 g, 3,78 mmol) y DMAP (0,87 g, 7,56 mmol) en THF seco (20 ml) bajo una atmósfera de nitrógeno a 0 oC. La mezcla de la reacción se agitó a 0 oC durante 5 min. Entonces, la mezcla se diluyó con EA, se lavó con solución salina y HCl acuoso (0,1 M). La capa orgánica se separó, se secó con Na2SO4 y se concentró. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (PE : EA = 5:1 a 2:1) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (1,78 g, 94 %).
	MS [M+H]+ = 502
	Preparación 7
	Preparación del intermediario quiral benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona
	P.M. 495,43 C23H18FN5O7
	Se añadieron benzoato sódico (2,56 g, 17,76 mmol) y 18-corona-6 (0,187 g, 0,71 mmol) a una mezcla de benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-yodometil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona quiral (1,78 g, 3,55 mmol) en DMSO. La mezcla de reacción se calentó bajo nitrógeno a 100 oC durante 18 h. La mezcla se refrigeró a temperatura ambiente, se diluyó con acetato de etilo, entonces se lavó con solución salina y agua. La capa orgánica se separó y se concentró bajo presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna de gel de sílice (PE : EA = 5 : 1) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (1,30 g, 74 %).
	MS [M+H]+ = 496
	Preparación 8
	Preparación del intermediario quiral 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona
	P.M. 286,22 C9H11FN6O4
	Se añadió 4-clorofenilfosforodicloridato (0,297 g, 7,9 mmol) a una solución de benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona quiral (0,2 g, 2,6 mmol) y 1H-tetrazol (0,283 g, 26 mmol) en piridina seca (5 ml) bajo una atmósfera de nitrógeno a 0 oC. La mezcla de la reacción se agitó a 0-5 oC durante 5 min., entonces se dejó que se calentase a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. La mezcla se concentró bajo presión reducida. El residuo se repartió entre DCM y NaHCO3 saturado. La capa orgánica se separó, se lavó con solución salina, se secó con Na2SO4 y se concentró para proporcionar el intermediario 9 de 1H-tetrazol crudo en el esquema 2, y se utilizó directamente sin purificación adicional para el paso siguiente. El producto de 1H-tetrazol 9 (0,2 g ) se disolvió en dioxano (70 ml) a temperatura ambiente y se añadió NH3·H2O (10 ml). La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 0,5 h. El análisis TLC indicó que el material inicial se consumió completamente. El disolvente se sustrajo bajo presión reducida y el residuo se disolvió en una solución metanólica (7 N, 10 ml) de NH3. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla se concentró y el residuo se purificó mediante pre-HPLC para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (50 mg, 50 %).
	MS [M+H]+ = 287,2; 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6):δ 7,752-7,727 (d, 1 H, J = 7,5), 7,352 (br, 2 H), 6,220-6,195 (d, 1 H, J = 7,5), 6,018-5,997 (d, 1 H, J = 6,3), 5,816-5,791 (d, 1 H, J = 7,5), 5,758-5,719 (t, 1 H), 5,195-5,001 (dd, 1 H, J = 4,5, J = 53,4), 4,548-4,436 (m, 1 H), 3,539-3,462 (m, 2 H)
	Preparación 9
	Preparación del intermediario quiral benzoato (2R,3S,4S,5R)-2-(2-acetilamino-6-oxo-1,6-dihidro-purin-9-ilo)-5-azido-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-ilo
	P.M. 576,51 C26H21FN8O7
	Se añadió BSA (325 mg, 0,8 mmol) a una mezcla de N-(6-oxo-6,9-dihidro-1H-purin-2-ilo)-acetamida (154 mg, 0,8 mmol) en MeCN (20 ml). La mezcla se calentó a 60 oC hasta que se volvió una solución clara. Se añadió una solución de benzoato de (2R,3S,4S,5S)-5-azido-2-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-il-esterin-2,4-diona quiral en la preparación 7 (200 mg, 0,4 mmol) en MeCN, seguido de la adición de TMSOTf (357 mg, 1,6 mmol). La mezcla de reacción resultante se calentó bajo irradiación de microondas a 100 oC durante 1 h. La mezcla se refrigeró a temperatura ambiente, entonces templó con una solución de NaHCO3 saturado (10 ml). La mezcla se extrajo con EA (10 ml×3). La capa orgánica se separó, se lavó con solución salina (10 ml), se secó con Na2SO4, y se concentró. El residuo se purificó mediante una cromatografía en columna (DCM:MeOH = 50:1) para proporcionar el compuesto del título crudo (120 mg, 51%)
	LC-MS (M+H)+ = 577,2; LC-MS (M+Na)+ = 599,1
	Preparación 10
	Preparación del intermediario quiral 2-amino-9-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1,9-dihidro-purin-6-ona
	P.M. 326,25 C10H11FN8O4
	Se añadió una solución metanólica (2 ml, 7 N) de amoníaco a una solución de benzoato de (2R,3S,4S,5R)-2-(2-acetilamino-6-oxo-1,6-dihidro-purin-9-ilo)-5-azido-4-fluoro-5-benzoilmetil-tetrahidro-furan-3-ilo quiral crudo (120 mg, 0,26 mmol) en MeOH (2 ml). La mezcla de la reacción se agitó a 25°C durante 18 h. El análisis TLC indicó que la reacción se completó. La mezcla se concentró al vacío, se purificó mediante Pre-HPLC para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (15 mg, 22%).
	LC-MS (M+H)+ = 327,0
	Ejemplo 1
	Preparación del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato de isopropilo
	I-1
	P.M. 556,45 C21H26FN6O9P
	Paso A.
	Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-isopropilo (Oakwood, 300 mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de fenilo (Aldrich, 397 mg, 280 µl, 1,79 mmol) en DCM anhidro (10 ml). La reacción se refrigeró a -78 oC. Se añadió gota a gota trietilamina (362 mg, 498 µl, 3,58 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a -78 oC durante 1 h., entonces se dejo que se calentase a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. El disolvente se sustrajo, el residuo se lavó con éter seco. El filtrado se concentró para proporcionar 2-(cloro(fenoxi) fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (0,5 g, 91%) y se utilizó sin purificación adicional.
	Paso B.
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (470 µl, 470 µmol) a una solución de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral preparada en la preparación 5 (54 mg, 188 µmol) en THF anhidro (3,75 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo (940 µl, 470 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 g, MeOH al 0-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanquecino (22 mg, 21%)
	LC-MS (M+H)+ = 557,0
	Ejemplo 2
	Preparación del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato de etilo
	I-2
	P.M. 542,42 C20H24FN6O9P
	Paso A.
	Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-etilo (Aldrich, 300 mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de fenilo (Aldrich, 434 mg, 306 µl, 1,95 mmol) en DCM anhidro (20 ml). La reacción se refrigeró a -78 oC. Se añadió gota a gota trietilamina (362 mg, 498 µl, 3,58 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a -78 oC durante 1 h., entonces se dejo que se calentase a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. El disolvente se sustrajo, el residuo se lavó con éter seco. El filtrado se concentró para proporcionar 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (0,5 g, 88%) y se utilizó sin purificación adicional.
	Paso B.
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (435 µl, 435 µmol) a una solución de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral preparada en la preparación 5 (50 mg, 174 µmol) en THF anhidro (5 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(fenoxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo crudo (870 µl, 435 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante la noche. Entonces se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 g, MeOH al 0-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanquecino (7 mg, 7,4%).
	LC-MS (M+H)+ = 543,0
	Ejemplo 3
	Preparación del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-2-azido-5-(2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-ilo)-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de etilo
	I-3
	P.M. 592,48 C24H25FN6O9P
	Paso A.
	Se suspendieron naftalen-1-ol (Aldrich, 0,72 g, 4,99 mmol) y oxicloruro de fósforo (V) (Aldrich, 767 mg, 466 µl, 5,00 mmol) en éter anhidro (20 ml), y la temperatura se refrigeró hasta los -78 oC. Se añadió gota a gota trietilamina (505 mg, 695 µl, 4,99 mmol) y la mezcla de la reacción se agitó a -78 oC durante 0,5 h. La mezcla de reacción se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante la noche. La mezcla se filtró, y el filtrado se concentró para proporcionar fosforodicloridato de naftalen-1-ilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (1,3 g, 100%) y se utilizó en el siguiente paso sin purificación adicional.
	Paso B.
	Se suspendió clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-etilo (Aldrich, 300 mg, 1,95 mmol) y fosforodicloridato de naftalen-1-ilo (510 mg, 1,95 mmol) en DCM anhidro (30 ml). La reacción se refrigeró hasta los -78 oC. Se añadió gota a gota trietilamina (395 mg, 544 µl, 3,91 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a -78 oC durante 1 h, entonces se dejó que se calentara a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. El disolvente se sustrajo, y el residuo se lavó con éter seco. El filtrado se concentró para proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo en forma de un aceite amarillo claro (0,6 g, 90%) y se utilizó sin purificación adicional.
	Paso C.
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (783 µl, 783 µmol) a una solución de 1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2,4-diona quiral preparada en la preparación 5 (90 mg, 313 µmol) en THF anhidro (6,25 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-etilo crudo (1,57 ml, 783 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. Entonces se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 g, MeOH al 0-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido marrón claro (70 mg, 38%).
	LC-MS (M+H)+ = 593,0
	Preparación 11
	Preparación del intermediario quiral 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-5-hidroximetil-3-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona
	P.M. 400,49 C15H25FN6O4Si
	Se añadió gota a gota clorotrietilsilano (Fluka, 440 mg, 2,92 mmol) a una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en la preparación 8 (300 mg, 1,05 mmol) en piridina (24,5 ml) a -5 oC, durante un periodo de 15 min. La mezcla de la reacción se agitó a 0 oC durante 2 h, entonces se templó mediante la adición de metanol (5 ml). La mezcla se purificó directamente mediante cromatografía rápida (MeOH al 5-15% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (0,29 g, 69%)
	Preparación 12
	Preparación de intermediario (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo
	P.M. 719,79 C31H43FN7O8PSi
	Paso A.
	Se suspendieron clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-isopropilo (Oakwood, 0,706 g, 4,21 mmol) y fosforodicloridato de naftalen-1-ilo preparado en el ejemplo 3, paso A (1,1 g, 4,21 mmol) en DCM anhidro (25 ml). La reacción se refrigeró hasta los -78 oC. Se añadió gota a gota trietilamina (852 mg, 1,17 ml, 8,42 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a -78 oC durante 1 h, entonces se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. El disolvente se sustrajo, y el residuo se lavó con etiléter seco y se filtró. El filtrado se concentró para proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (1,3 g, 87%) y se utilizó sin purificación adicional.
	Paso B.
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (1,81 ml, 1,81 mmol) a una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-5-hidroximetil-3-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en la preparación 11 (0,29 g, 724 µmol) en THF anhidro (42 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo (1,57 ml, 783 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, luego se añadieron la solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (0,9 ml, 0,9 mmol) y la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo crudo (1,81 ml, 0,9 mmol), secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. más. Se añadió MeOH (5 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 g, MeOH al 2-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanquecino (430 mg, 83%).
	LC-MS (M+H)+ = 720,3
	Ejemplo 4
	Preparación del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo
	I-4
	P.M. 605,52 C25H29FN7O8P
	El (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-trietilsilaniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo preparado en la preparación 12 (0,43 g, 597 µmol) se disolvió en ácido acético (80%, 28 ml). La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 5 h. El disolvente se evaporó bajo presión reducida, y el residuo de ácido acético se sustrajo mediante la concentración azeotrópica con MeOH, tres veces. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, MeOH al 2-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (0,2 g, 55%).
	LC-MS (M+H)+ = 606,1
	Ejemplo 5
	Preparación del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de bencilo
	I-5
	P.M. 653,57 C29H29FN7O8P
	Paso A.
	Se suspendieron en DCM anihidroso (15 ml) el clorhidrato de 2-aminopropanoato de (S)-bencilo (Chem Impex, 0,66 g, 3,06 mmol) y el fosforodicloridato naftalen-1-ilo preparados en el ejemplo 3, Paso A (0,8 g, 3,06 mmol). La reacción se refrigeró hasta los -78 oC. Se añadió trietilamina gota a gota (619 mg, 852 µl, 6,12 mmol). La mezcla de la reacción se agitó a -78 ºC durante 1 h, entonces se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante 5 h. El disolvente se sustrajo, y el residuo se lavó con etiléter seco y se filtró. El filtrado se concentró para proporcionar 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo en forma de un aceite amarillo claro (1 g, 81%) y se utilizó sin purificación adicional.
	Paso B.
	A una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en la Preparación 8 (85 mg, 292 µmol) en THF anhidro (8,5 ml) se le añadió una solución de THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (742 µL, 742 µmol) por goteo. La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, entonces la solución de THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (1,48 ml, 742 µmol) se añadió por goteo. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, seguido a continuación de la adición de solución de THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (371 µL, 371 µmol) y solución de THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (0,74 ml, 371 µmol) secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h adicionales. Se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se extrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 0-20% MeOH en DCM) para proporcionar el compuesto del título como un sólido amarillo claro (10 mg, 5%).
	LC-MS (M+H)+ = 654,1
	Ejemplo 6
	Preparación del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de etilo
	I-6
	P.M. 591,50 C24H27FN7O8P
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (437 µL, 437 µmol) a una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en la preparación 8 (50 mg, 175 µmol) en THF anhidro (5 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-etilo crudo preparada en el ejemplo 3, paso B (873 µL, 437 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, luego se añadieron la solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (219 µL, 219 µmol) y la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (437 µL, 219 µmol), secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. más. Se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 g, MeOH al 0-16% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanco (5 mg, 5%).
	LC-MS (M+H)+ = 592,2
	Ejemplo 7
	Preparación del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-fenoxi-fosforilamino}-propionato de isopropilo
	I-7
	P.M. 555,46 C21H27FN7O8P
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (376 µL, 376 µmol) a una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en el ejemplo 8 (43 mg, 150 µmol) en THF anhidro (8 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino) propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en el ejemplo 1, paso A (751 µL, 376 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, luego se añadieron la solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (188 µL, 188 µmol) y la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato de (2S)-bencilo crudo (376 µL, 188 µmol), secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante la noche. Se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, MeOH al 0-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanco (3 mg, 4%).
	LC-MS (M+H)+ = 556,0
	Preparación 13
	Preparación del intermediario quiral 4-amino-1-[(2R,3S,4S,5R)-5-azido-3-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il]-1H-pirimidin-2-ona
	P.M. 524,63 C25H29FN6O4Si
	Se añadió terc-butilclorodifenilosilano (Aldrich, 480 mg, 1,75 mmol) a una solución de 4-amino-1-((2R,3S,4S,5R)-5-azido-4-fluoro-3-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-ilo)-1H-pirimidin-2-ona quiral preparada en el ejemplo 8 (50 mg, 175 µmol) e imidazol (119 mg, 1,75 mmol) en DMF anhidro (2,62 ml). La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla se diluyó con acetato de etilo, se lavó con agua varias veces y con solución salina. La capa orgánica se separó, se secó con MgSO4 y se concentró. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (MeOH al 0-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (36 mg, 39%)
	Preparación 14
	Preparación de intermediario (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-4-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-3-fluoro-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo
	P.M. 843,93 C41H47FN7O8PSi
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (95,3 µL, 95,3 µmol) a una solución de 4-amino-1-[(2R,3S,4S,5R)-5-azido-3-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-2-il]-1H-pirimidin-2-ona quiral (20 mg, 38,1 µmol) en THF anhidro (4 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en la preparación 12, paso A (191 µL, 95,3 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, luego se añadieron la solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (48 µL, 48 µmol) y la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en la preparación 12, paso A (96 µL, 48 µmol), secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante la noche. Se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 mg, MeOH al 2-18% en DCM) para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanco (22 mg, 68%).
	LC-MS (M+H)+ = 844,2
	Ejemplo 8
	Preparación del (S)-2-{[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-hidroxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-hidroxi-fosforilamino}-propionato de isopropilo quiral
	I-8
	P.M. 479,36 C15H23FN7O8P
	Se añadió una solución THF (1 M) de TBAF (21,3 µL, 21,3 µmol) a una solución de (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-4-(terc-butil-difenilo-silaniloxi)-3-fluoro-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo (18 mg, 21,3 µmol) en THF (2,88 ml). La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 30 min. El disolvente se sustrajo, y el residuo se purificó mediante HPLC prep. para proporcionar el compuesto del título en forma de un sólido blanco (6 mg, 59%).
	LC-MS (M+H)+ = 479,9
	Ejemplo 9
	Preparación del (S)-2-[[(2R,3S,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-2-azido-3-fluoro-4-propioniloxi-tetrahidro-furan-2-ilmetoxi]-(naftalen-1-iloxi)-fosforilamino]-propionato de isopropilo
	I-9
	P.M. 661,59 C28H33FN7O9P
	Se añadió gota a gota una solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (183 µL, 183 µmol) a una solución de propionato de  (2R,3S,4S,5R)-2-(4-amino-2-oxo-2H-pirimidin-1-ilo)-5-azido-4-fluoro-5-hidroximetil-tetrahidro-furan-3-ilo quiral (preparación descrita aparte, 25 mg, 73,0 µmol) en THF anhidro (5 ml). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 15 min., entonces la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi) fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en la preparación 12, paso A (365 µL, 183 µmol) se añadió gota a gota. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 1 h, luego se añadieron la solución THF (Aldrich, 1 M) de cloruro de terc-butilmagnesio (92 µL, 92 µmol) y la solución THF (0,5 M) de 2-(cloro(naftalen-1-iloxi)fosforilamino)propanoato de (2S)-isopropilo crudo preparada en la preparación 12, paso A (183 µL, 92 µmol), secuencialmente. La mezcla de la reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. Se añadió MeOH (2 ml). El disolvente se sustrajo. El residuo se purificó mediante cromatografía rápida (gel de sílice, 40 mg, MeOH al 2-18% en DCM), entonces se sometió a HPLC prep. para proporcionar el compuesto del título en forma de sólido blanco (28 mg, 58%).
	LC-MS (M+H)+ = 662,2
	Ejemplos biológicos
	Ensayo del replicón del VHC
	Este ensayo evalúa la habilidad de los compuestos con la fórmula I para inhibir la replicación del RNA del VHC, y por consiguiente su utilidad potencial para el tratamiento de las infecciones por el VHC. El ensayo utiliza un mensajero como un indicador simple del nivel del RNA del replicón del VHC intercelular. El gen Renilla luciferase primero se introdujo en el primer marco de lectura abierto de una construcción del replicón NK5.1 del genotipo 1b (N. Krieger et al., J. Virol. 2001 75(10):4614), inmediatamente después de la secuencia del lugar de entrada del ribosoma interno (IRES), y se fusionó con el gen de la fosfotransferasa de neomicina (NPTII) mediante la autoescisión del péptido 2A del virus de la fiebre aftosa (M.D. Ryan & J. Drew, EMBO 1994 13(4):928-933). Tras la transcripción in vitro, el RNA se sometió a elecroforesis en células Huh7 del hepatoma humano y se aislaron y expandieron colonias G418-resistentes. La línea celular seleccionada de manera estable 2209-23 contiene el RNA replicativo subgenómico del VHC, y la actividad de Renilla luciferase expresada mediante el replicón refleja el nivel de RNA en las células. El ensayo se llevó a cabo en placas duplicadas, una en blanco opaco y otra en una transparente, con el fin de medir la actividad antiviral y la citotoxicidad de un compuesto químico a la vez que se asegura que la actividad observada no es consecuencia de un decrecimiento de la proliferación celular o de la muerte de las células.
	Las células del replicón del VHC (2209-23), que expresan el mensajero Renilla luciferase, se cultivaron en el MEM de Dulbecco (Invitrogen, Nº de cat. 10569-010) con suero bovino fetal al 5% (FBS, Invitrogen, Nº de cat. 10082-147), se colocaron en una placa de 96 pocillos en una densidad de 5000 células por pocillo y incubaron durante la noche. Veinticuatro horas después, se añadieron a las células diferentes disoluciones de compuestos químicos en el medio de crecimiento, las cuales se incubaron adicionalmente a 37ºC durante tres días. Al finalizar el tiempo de la incubación, las células de las placas blancas se recogieron y se midió la actividad luciferasa mediante el uso del sistema de ensayo R. luciferase (Promega, Nº de cat. E2820). Todos los reactivos descritos en el siguiente párrafo se incluyeron en el kit del fabricante, y se siguieron las instrucciones del fabricante en la preparación de los reactivos. Las células se lavaron una vez con 100 ml de suero salino tamponado con fosfato (pH 7,0) (PBS) por pocillo y se lisaron con 20 ml de 1x tampón de lisis del ensayo R. luciferase, antes de la incubación a temperatura ambiente durante 20 min. Entonces la placa se introdujo en el luminómetro de microplacas Centro LB 960 (Berthold Technologies), y se inyectaron 100 l del tampón del ensayo R. luciferase en cada pocillo y la señal se midió mediante la utilización de un programa de retraso de 2 segundos, medición en 2 segundos. La CI50, la concentración del fármaco requerida para reducir el nivel del replicón al 50% en relación al valor control de las células no tratadas, puede calcularse a partir del gráfico de la reducción del porcentaje de la actividad de la luciferasa, frente a la concentración de fármaco, tal y como se describe con anterioridad.
	Se utilizó el reactivo WST-1 de Roche Diagnostic Nº de cat. 1644807) para el ensayo de citotoxicidad. Se añadieron diez microlitros del reactivo WST-1 a cada pocillo de las placas transparentes, incluyendo los pocillos que sólo contienen medio como control. Entonces se incubaron las células durante 2 h a 37º C, y el valor OD se midió mediante la utilización del lector de placas de microtitulación MRX Revelation (Lab System) a 450 nm (filtro de referencia a 650 nm). De nuevo, la CC50, la concentración del fármaco requerida para reducir la proliferación celular al 50% en relación al valor control de células no tratadas, puede calcularse a partir del gráfico de reducción del porcentaje del valor del WST-1 frente a la concentración del fármaco, tal y como se describe con anterioridad.
	Los datos biológicos representativos se muestran en la tabla II a continuación:
	TABLA II.
	Debe comprenderse que las referencias que aquí se hacen al tratamiento también se extienden a la profilaxis, así como al tratamiento de las condiciones existentes, y el tratamiento de animales incluye el tratamiento de humanos así como de otros mamíferos. Además, el tratamiento de una infección por el virus de la hepatitis C (VHC), tal y como se utiliza aquí, también incluye el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o condición asociada o mediada por la infección del virus de la hepatitis C (VHC), o los síntomas clínicos de la misma.
	Las características descritas en la presente descripción o en las siguientes reivindicaciones, o las ilustraciones acompañantes, expresadas en sus formas específicas o en términos de un medio para la realización de la función descrita, o un método o proceso para alcanzar los resultados descritos como apropiados, pueden utilizarse para la realización de la invención en diversas formas de la misma, por separado o en cualquier combinación de tales características.
	La invención precedente se ha descrito en cierto detalle a modo de ilustración y ejemplo, con los fines de la claridad y el entendimiento. Los expertos en la materia entenderán como obvio que se pueden introducir cambio y modificaciones dentro del ámbito de las reivindicaciones anejas. Por consiguiente, debe comprenderse que se pretende que la descripción anterior sea ilustrativa y no restrictiva. Por consiguiente, el ámbito de la invención no debería determinarse en referencia a la descripción anterior sino que debería determinarse en referencia a las reivindicaciones anejas siguientes, junto con el ámbito completo de las equivalentes a las cuales tales reivindicaciones están autorizadas.
	Todas las patentes, solicitudes de patente y publicaciones citadas en esta solicitud se incorporan aquí a modo de referencia en su globalidad, para todos los fines, en la misma medida en la que cada patente, solicitud de patente o publicación individual se indicó individualmente.

