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(57) Resumo: COMPOSTO, E, COMPOSIGAO FARMACEUTICA
PARA A PREVENGAO OU TRATAMENTO DAS INFECCOES VIRAIS.
A presente invengdo diz respeito a monossal do acido 3-[({1- [(2-
arnino-9H-purin-9-il)metil] ciclopropil }éxi)metil] -8,8 -dimetil-3 ,7-dioxo-
2,4 6-trioxa-3 A5 -fosfanon-1-il-pivalato maleico e composicao
farmacéutica contendo o mesmo.
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“COMPOSTC, E, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA A
PREVENCAO OU TRATAMENTO DAS INFECCOES VIRAIS”
CAMPO DA TECNICA

A presente invengdo diz respeito a monossal do acido 3- [({1-
[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil } 6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-
2.4 ,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato maleico da seguinte férmula (1), e

composi¢do farmacéutica contendo o mesmo:

[Quimica 1]
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FUNDAMENTOS DA TECNICA

A base livre que corresponde ao composto acima da férmula
(1), isto é, o composto que ndo € combinado com um 4cido, € um novo
composto antivirus que foi divulgado na Patente Coreana N°. 0441638 e
W002/057288. Esta base livre é correntemente sofrida por estudos clinicos.
Este tem um efeito antivirus potencial, particularmente contra o virus de
Hepatite B (HBV) e o virus de imunodeficiéncia humana (HIV). Entretanto,
esta base livre € instdvel sob o calor e umidade, que apresentam problemas
quando desenvolver o composto como um produto de medicamento
farmacéutico.

DESCOBERTA DA INVENCAO

Os presentes inventores tem buscado vdrias maneiras para
resolver os problemas com uma base livre. Como um resultado de sua busca,
estes tem revelado que o monossal do 4cido maleico da férmula (1) desta
inven¢do pode ter uma caracteristica cristalina e excelente solubilidade, nédo €

higroscopia, e é altamente estavel sob o calor.
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Deste modo, o propdsito da presente invengdo € fornecer o
monossal do acido maleico da férmula (1).

A presente invengdo ainda fornece uma composi¢do
farmacéutica que compreende o monossal do 4cido maleico da féormula (1)
como um ingrediente ativo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra o padrio de difragdio do raio X em po de
uma forma de realizagio de monossal do 4cido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-
il)metil]ciclopropil}6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6—trioxa—37»5—
fosfanon-1-il-pivalato maleico da presente inveng&o.

A Figura 2 mostra um resultado a partir da calorimetria de
varredura diferencial de uma forma de realizagdo do monossal do 4cido 3-
[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil } oxi)metil]-8,8-dimetil-3,7-
dioxo-2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato maleico da presente invengo.

A Figura 3 mostra uma mudanga de teor (%) durante o tempo
e temperatura da base livre de 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-
il)metil]ciclopropil}(’)xi)metil]-8,8—dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa—3XS-
fosfanon-1-il-pivalato e uma forma de realizagdo deste monossal do acido
maleico.

A Figura 4 mostra uma atividade in vitro e resultado da
citotoxicidade contra o virus de Hepatite B da base livre de 3-[({1-[(2-amino-
9H—purin—9-il)metil]ciclopropil}6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa—
3\5-fosfanon-1-il-pivalato e uma forma de realizagdo deste monossal do
acido maleico.

MELHOR MODO PARA O REALIZAMENTO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece o monossal do acido 3-[({1-[(2-
amino—9H—purin—9-il)metil]ciclopropil}6xi)metil]-8,8-dimeti1-3,7-dioxo-2,4,6-
trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato maleico da seguinte formula (1):

[Quimica 2]
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A nio ser de outra maneira indicada na presente especificagdo,
o termo " monossal do 4cido maleico da férmula (1)" significa um sal em que
1 equivalente da base livre correspondente [isto ¢, a base livre do monossal do
4cido maleico da férmula (1)] é combinado com 0,7 a 1,3 equivalente,
preferivelmente 0,9 a 1,1 equivalente, mais preferivelmente 1 equivalente do
acido maleico.

O monossal do 4cido maleico da férmula (1) pode ser
preparado por um processo que compreende uma etapa de mistura de uma
base livre e 4cido maleico com um solvente organico, que € um processo que
¢ bem conhecido na técnica (ver Pharmaceutical Sais, Journal of
Pharmaceutical Sciences, Donald C. Monkhouse et al, 1, 66(1), 1977 e Sal
selection for basic drugs, International Journal of Pharmaceutics, Ph>hp L.
Gould, 201, 33, 1986).

Especificamente, o monossal do 4cido maleico da formula (1)
pode ser preparado pela dissolugdo da base livre em um solvente organico na
razo a partir de 50 a 1.000 mg da base livre por ml de solvente, adicionando
(preferivelmente, em gotas) acido maleico da quantidade mencionada abaixo
também, e agitacdo para produzir um sélido. O solvente organico pode ser
selecionado sem restrigdo a partir dos solventes organicos convencionais que
pode ser usado para a formagdo de um sal, mas preferivelmente selecionado a
partir do grupo que consiste de acetato de etila, acetato de butila, acetonitrila,
cloroférmio, acetona, metanol, etanol, propanol, isopropanol, tetraidrofurano,
metil etil cetona, acetato de isopropila, dioxano, n-hexano, ciclo-hexano, éter

dietilico, éter t-butilico e misturas deste. A quantidade do acido maleico a ser
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adicionado n#o é limitado a uma quantidade particular, mas preferivelmente a
quantidade € 0,7 a 1,3 equivalente mais preferivelmente 0,9 a 1,2 equivalente
e mais preferivelmente 1,0 a 1,1 equivalente com relago ao 1 equivalente da
base livre. O solido resultante sofre os processos de trabalhos convencionais
tal como filtragdo, lavagem, secagem, etc.

O monossal do 4cido maleico da férmula (1) preparado pelo
processo acima ¢ preferivelmente obtido como um sélido cristalino. Que é, 0
monossal do 4cido maleico da presente invengdo e pode ter uma estrutura
cristalina caracteristica que mostra os picos significantes a 20 = 5,6, 12,1,
17,5 e 20,9° (20, +/- 0,2) no padrio de difragdo do raio X em po. Mais
preferivelmente, o monossal do acido maleico tem a estrutura cristalina que
mostra os picos caracteristicos a 20 = 5,6, 10,0, 12,1, 13,1, 17,5, 18,8, 20,9,
228, 24,3, 25,1 e 26,5° (20, +/- 0,2) no padréo de difragdo do raio X em poé
(ver Figura 1). Esta forma de cristal mostra um pico de comego endotérmico
do ponto de fusio a 129°C na calorimetria de varredura diferencial
(10°C/minuto) (ver Figura 2).

O monossal do 4cido maleico da férmula (1) ndo €
higroscpia, e tem maior solubilidade e maior estabilidade sob o calor e
umidade do que a base livre correspondente ou outros sais destes. Este
também ¢é na forma de sélido cristalino. Portanto, as propriedades
fisicoquimicas do modelo de monossal do acido maleico da formula (1) este
sera adequado desenvolver como um produto de medicamento farmacéutico.

Como explicado mais em detalhes nos experimentos seguintes,
a base livre desenvolve como um agente antivirus é altamente instavel sob o
calor e umidade, e deste modo, este ¢ dificil ser usado as como um material
bruto para o produto do medicamento farmacéutico. Consequentemente,
existe a dificuldade no desenvolvimento da base livre como uma substéincia
de medicamento. Os presentes inventores experimentam resolver os

problemas com uma base livre pela preparagio de diversos grupos de sais
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aceitaveis farmaceuticamente. Durante as preparagdes, este foi descoberto que
some dos sais nfo pode facilmente ser obtido como um sélido cristalino. Os
presentes inventores sucedidos nos sais obtidos com acido maleico, acido p-
toluenossulfénico, acido metanossulfonico, acido naftalenossulfonico, ou
dcido etanossulfonico como sélidos cristalinos. Os inventores realizaram
testes de estabilidade térmica em condigfio de estresse por uma base livre e
diversos sais obtidos como os solidos cristalinos. Os testes mostraram que a
base livre e os sais exceto o monossal do 4cido maleico sdo muito instaveis
sob o calor. O monossal do 4cido maleico permaneceu quase intacto sem a
decomposicdo por até 8 semanas sob a alta temperatura de 60°C,
considerando uma base livre decomposto inteiramente com apenas cerca de
1% de remanescente ap6s 8 semanas. Os outros sais cristalinos quase
decomposto dentro de 2 semanas. Deste modo, 0 monossal do acido maleico
da presente invengdo exibe a estabilidade de calor superior comparado a uma
base livre ou outros sais organicos. Ainda, este ndo foi facil para obter os
solidos cristalinos a partir de outros sais, mas o sélido cristalino do monossal
do 4cido maleico pode ser facilmente obtido de acordo com o processo acima.
Que é, o monossal do acido maleico que deve ser rapidamente aplicado para a
produgdo em uma escala industrial.

O monossal do acido maleico da presente invengdo também
exibe a solubilidade melhorada dependendo dos niveis de pH.
Especificamente, a base livre mostra alta solubilidade de 36 mg/ml ou mais
em um baixo pH de 2 ou menos, mas a solubilidade drasticamente diminui
como o pH crescente, isto é, uma solubilidade de 1 mg/ml ou menos a pH 6
ou mais. Devido as tais caracferisticas, a base livre é inteiramente dissolvido e
absorvido no estdmago, mas existe o risco que o composto pode se precipitar
como este movimento aos 6rgdos internos que tem um maior nivel de pH.
Entretanto, o monossal do 4cido maleico da presente invengdo exibe a

solubilidade relativamente constante de cerca de 7 a 3 mg/ml na faixa do pH
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de 2 a 6,5. Em fato, a solubilidade do monossal do 4cido maleico em pH 6,5 é
trés vezes maior do que a base livre. Esta sugere que, no aspecto da eficacia
médica, o monossal do acido maleico serd absorvido mais no corpo, e 0 risco
da precipitagio apés a absorgdo pode ser excluido ainda com a mudanga de
pH. Que é, o monossal do 4cido maleico da presente invengdo exibe
solubilidade superior ainda em niveis diferentes de pH a uma base livre.

Com base nas propriedades fisioldgicos, fisicos acima, existem
grandes vantagens no uso do monossal do 4cido maleico da presente invengéo
para a prevengdo ou tratamento das infecgdes virais. Deste modo, a presente
invencdo fornece a composigdo farmacéutica para a prevengdo ou tratamento
da infecgdo viral, que compreende uma quantidade eficaz terapeuticamente do
monossal do acido maleico da férmula (1) e um carreador farmaceuticamente
aceitavel. O virus serd mais eficazmente tratado pela presente invengéo € a
partir do grupo que consiste de HBV e HIV.

A administragio oral é a forma mais preferivel da
administracdo da composigdo farmacéutica que compreende o monossal do
acido maleico da férmula (1) como o ingrediente ativo, especialmente em um
tablete ou céapsula.

A "quantidade terapeuticamente eficaz”" do monossal do acido
maleico da férmula (1) como um ingrediente ativo varia com sexo, idade e
dita do paciente individual, a gravidade da doenga a ser tratada, etc., e pode
ser facilmente determinada clinicamente por uma pessoa habilitada na técnica.

A Patente Coreana N°. 0441638 ¢ W002/057288, cada um de
que divulga uma base livre correspondente e efeito deste, pode ser referido a
pelo efeito farmacoldgico, faixa de dosagem eficaz, método da administragdo
da composi¢do farmacéutica que compreende o monossal do acido maleico da
formula (1) como um ingrediente ativo.

A presente invengdo ¢ mais especificamente explicado pelos

seguintes exemplos e experimentos que sdo pretendidos ilustrar a presente
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invencgdo e em nenhum meio limitando o escopo da presente invengdo.

Condicdes HPLC

Os teores da base livre de 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-
il)metil]ciclopropil}c’>xi)meti1]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa—3XS-
fosfanon-1-il pivalato e sais deste foram medidos pela cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC). As condigdes medias especificas sdo listadas
abaixo:

Coluna: Waters Symmetry Shield C18 (4,6 X 250 mm, 5 um)

Temperatura da coluna: 30°C

Taxa de fluxo: 1,0 ml/minuto

Comprimento de onda da detec¢éo: UV 309 nm

Eluentes: A. Tetraidrofurano/agua =3/7

B. Tetraidrofurano/agua = 8/2 (v/v, elui¢do de gradiente)

Razdo da mistura do periodo total dos eluentes

Periodo Eluente A Eluente B
(minuto)

0 100 0

16 100 0

30 0 100

32 0 100

34 100 0

45 100 0

Condic6es para a calorimetria de varredura diferencial

A curva DSC foi obtida com o sistema Mettler-Toledo
DSC821. O comportamento térmico foi estudado pelo aquecimento 2 a 5 mg
da amostra em um cadinho de amostra de aluminio sob o fluxo do gas de
nitrogénio na faixa de temperatura 25 a 250°C na taxa de aquecimento de
10°C/minuto. A cobertura de um cadinho de amostra tem um furo para evitar
a formac#o da pressdo dentro do cadinho de amostra.

Condicdes para a Difracio de raio X

A amostra (cerca de 20 mg) foi embalada em um recipiente de
amostra, que foi entdio colocado em um gerador de raio x Philips (PW1710).

O padrio de difragio da amostra foi atingido na faixa de 3 ~ 40° /2 8. Os
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detalhes das condigdes de andlise sdo listadas abaixo:

Tempo por etapa: 0,5

Tamanho da etapa: 0,03

Modo de Varredura: etapa

Voltagem / Corrente: 40 kV /30 mA

2 6/ 6 Reflexdo

Alvo de Cu (filtro de Ni)

Sedimento da Fonte: 1,0 mm

Fendas de Deteccéo: 0,15 ‘mm, 1,0 mm
Exemplo Comparativo 1: Base livre de
3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}6xi)metil]-8,8-dimetil-
3,7-dioxo-2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato

O composto do titulo foi preparado de acordo com o processo
descrito na Patente Coreana N° 0441638 e WO 02/057288.
Exemplo:
Monossal de acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil] ciclopropil}oxi)
metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato
maleico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (100 mg) foi
dissolvida em acetato de etila (1 ml). O 4cido maleico (1 eq) foi adicionado e
a mistura foi agitada por 1 hora para produzir um sélido. O sélido resultante
foi filtrado, lavado com acetato de etila e secado para produzir 111,4 mg
(Rendimento 91,3%) do monossal de é4cido maleico como um so6lido
cristalino. |

Teor: 99,3%

Calorimetria de Varredura Diferencial: 129°C (Endotérmico:

111 J/g)

! H RMN (CD;0D): & 8,64 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 6,30 (s, 2H),
5,62 (m, 4H), 4,37 (s, 2H), 4,17 (d, 2H), 1,20 (s, 18H), 0,99 (m, 4H)
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Espectro de difragdo de raio X no po: 20 = 5,6, 10,0, 12,1,
13,1, 17,5, 18,8, 20,9, 22,8, 24,3, 25,1 € 26,5° (20, +/- 0,2)
Exemplo Comparativo 2:
Trissal do acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}oxi)
metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-l-il—pivalato
maleico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (5 g) foi
dissolvida em acetato de etila (50 ml). O 4cido maleico (3 eq) foi adicionado.
A mistura foi agitada por 12 horas e n-hexano (20 ml) foi adicionado a este
para produzir um sélido. O sélido resultante foi filtrado, lavado com n-hexano
e secado para produzir 6,52 g (Rendimento 78,6%) do trissal de acido
maleico.

Teor: 98,7%

I H RMN (CD;OD): & 8,70 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 6,31 (s, 6H),
5,62 (m, 4H), 4,38 (s, 2H), 4,17 (d, 2H), 1,20 (s, 18H), 0,99 (m, 4H)
Exeniplo Comparativo 3:
Monossal do #cido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}oxi)
metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo—2,4,6-trioxa-37\.5-fosfanon-l-il-pivalato p-
toluenossulfonico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (100 mg) foi
dissolvida em acetato de etila (1 ml). O 4cido p-toluenossulfénico (1 eq) foi
adicionado e a mistura foi agitada por 1 h para produzir um sélido. O sélido
resultante foi filtrado, lavado com acetato de etila e secado para produzir
106,4 mg (Rendimento 78,2%) do monossal do 4cido p-toluenossulfonico.

Teor: 99,43%

! H RMN (CD;0D): & 8,74 (s, 1H), 8,57(s, 1H), 7,68 (d, 2H),
7,20 (d, 2H), 5,59 (m, 4H), 4,37 (s, 2H), 4,14 (d, 2H), 2,34 (s, 3H), 1,13 (s,
18H), 0,98 (m, 4H)

Exemplo Comparativo 4:
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Dissal do acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}-6xi)
metil]-8,8-dimetil—3,7-dioxo-2,4,6-trioxa-37\.5-fosfanon-l-il-pivalato p-
toluenossulfonico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (5 g) foi
dissolvida em acetato de etila (50 ml). O 4cido p-toluenossulfonico (2 eq) foi
adicionado e a mistura foi agitada por 1 h para produzir um sélido. O sé6lido
resultante foi filtrado, lavado com acetato de etila e secado para produzir 7,01
g (Rendimento 81,5%) do dissal do 4cido p-toluenossulfonico.

Teor: 97,8%

I H RMN (CD;0D): § 8,77 (s, 1H), 8,61(s, 1H), 7,71 (d, 4H),
7,23 (d, 4H), 5,62 (m, 4H), 4,40 (s, 2H), 4,17 (d, 2H), 2,37 (s, 6H), 1,20 (s,
18H), 0,99 (m, 4H)
Exemplo Comparativo 5:
Monossal do acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil] ciclopropil}
6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo—2,4,6-trioxa-3).5-fosfanon-l-il—pivalato
metanossulfonico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (100 mg) foi
dissolvida em acetato de etila (1 ml). Acido metanossulfénico (1 eq) foi
adicionado em gotas e a mistura foi agitada por 1 h para produzir um sélido.
O solido resultante foi filtrado, lavado com acetato de etila e secado para
produzir 952 mg (Rendimento 80,6%) do monossal do acido
metanossulfénico.

Teor: 97,6%

' H RMN (CD;OD): & 8,79 (s, 1H), 8,58 (s, 1H), 5,60 (m, 4H),
4,38 (s, 2H), 4,14 (d, 2H), 2,70 (s, 3H), 1,17 (s, 18H), 1,01 (m, 4H)
Exemplo Comparativo 6:
Monossal do acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}
6xi)metil]-8,8—dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa—37\.5-fosfanon-1-il—pivalato

naftalenossulfonico
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A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (5 g) foi
dissolvida em acetato de etila (30 ml). O 4cido naftalenossulfénico (1 eq, 1,97
g) foi dissolvido em &gua (5 ml), que foi entfio adicionado as gotas. Apos
agitar a mistura por 15 h, o solvente foi completamente removido sob pressdo
reduzida. O etanol e o éter dietilico foram adicionados ao residuo para
precipitar um cristal branco. O sélido resultante foi filtrado, lavado com uma
mistura de solvente de etanol e éter dietilico e secado para produzir 6,2 g
(Rendimento 90,0%) do monossal do acido naftalenossulf6nico.

Teor: 91,4%

I H RMN (CD;0D): & 8,48 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 7,95 (d, 1H),
7,83 (m, 3H), 7,50 (m, 2H), 5,63 (m, 4H), 4,23 (s, 2H), 3,95 (d, 2H), 1,18 (s,
18H), 1,01 (m, 4H)
Exemplo Comparativo 7:
Monossal do acido 3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil}
6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa-32.5-fosfanon-l-il—pivalato
etanossulfonico

A base livre obtida no Exemplo Comparativo 1 (5 g) foi
dissolvida em acetato de etila (30 ml). Acido etanossulfonico (1 eq, 1,05 g)
foi adicionado a este e totalmente dissolvido. Apds agitar a mistura por 1 h, o
solvente foi completamente removido sob pressdo reduzida. Etanol, éter
dietilico e n-hexano foram adicionados ao residuo para precipitar um cristal
branco. O solido resultante foi filtrado, lavado com uma mistura de solvente
de etanol e éter dietilico e secado para produzir 5,0 g (Rendimento 82,8%) do
monossal do acido etanossulfonico.

Teor: 90,0%

! H RMN (CDCl5): & 8,60 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 5,63 (m, 4H),
4,32 (s, 2H), 4,00 (d, 2H), 2,92 (m, 2H), 1,29 (m, 3H), 1,19 (s, 18H), 1,01 (m,
4H)

Experimento 1: Teste comparativo 1 quanto a estabilidade sob calor e
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umidade

30 a 70 mg de cada um de monossal de acido maleico do
exemplo, base livre e sais dos Exemplos Comparativos 1 a 5 foi introduzido
em um frasco de vidro e armazenado sob 40 + 2°C e 75 + 5% de RH. Apos 1,
4 e 8 semanas, 5 mg de cada amostra foram retirados, dissolvidos em uma
mistura de solvente de tetraidrofurano/agua (1/1, v/v), e analisado por HPLC.
Os resultados sdo resumidos na seguinte tabela 1.
Tabela 1
Resultados do teste de estabilidade para o monossal do 4cido maleico da

férmula (1), sua base livre e os outros sais sob 40°C/75% de RH (teor

residual,%).
Composto de teste Semana 1 Semana 4 Semana 8

Exemplo Monossal de 4cido maleico 99,4 99,3 98,3
Exempio Base livre 59,0 91,3 8,4
Comparativo 1

Exemplo Trissal de acido maleico 84,4 0,0 0,0
Comparativo 2

Exemplo Monossal do 4cido P- 96,5 71,0 -
Comparativo 3 toluenossulfénico

Exemplo Dissal do acido P- 0,0 0,0 0,0
Comparativo 4 toluenossulfonico

Exemplo Monossal do acido 50,7 0,0 0,0
Comparativo 5 metanossulfénico

Como visto a partir dos resultados da Tabela 1, o monossal de
acido maleico da formula (1) apresenta estabilidade ao calor superior a base
livre e a outros sais. Os resultados de estabilidade para o monossal do 4cido
maleico e da base livre sdo descritos na Figura 3.

Experimento 2: Teste comparativo 2 quanto a estabilidade sob calor e
umidade

Cerca de 5 a 6 mg de cada um de monossal de 4cido maleico
do Exemplo, a base livre e os sais dos Exemplos Comparativos 6 a 7 foi
introduzido em um frasco de vidro e armazenado em uma temperatura de
60°C. Apés 1 ou 2, 4 e 8 semanas, cada amostra no frasco de vidro foi
retirada, dissolvida em uma mistura de solvente de tetraidrofurano/agua (1/1,

v/v) e analisada por HPLC. Os resultados sio resumidos na seguinte Tabela 2.
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Tabela 2
Resultados do teste de estabilidade para o monossal do 4cido maleico da

formula (1), sua base livre e os outros sais a 60°C (teor residual,%).

Composto de teste 60°C (cerca de 4% de RH)
Semana 1 Semana2 | Semana4 | Semana$8
Exemplo Monossal de 4cido 99,4 - 99,2 98,2
maleico
Exemplo Base livre 98,2 - 79,2 1,2
Comparativo 1
Exemplo Monossal do 4cido - 74,7 - -
Comparativo 6 | naftalenossulfénico
Exemplo Monossal do 4cido 04 - - -
Comparativo 7 | etanossulfénico

Os resultados da Tabela 2 mostram que o monossal de acido
maleico da formula (1) apresenta estabilidade ao calor maior com relagdo a
base livre correspondente e os outros sais sob temperatura alta.
Experimento 3: Teste de solubilidade em varios pH

De 5 a 23 mg de cada um de monossal de acido maleico do
Exemplo e a base livre do Exemplo Comparativo 1 foi colocado em uma
garrafa de vidro. 500 pul de cada uma das vérias solugdes de tamp@o de fosfato
e solucdes de acido fosférico tendo um valor de pH especifico foi adicionado
a este. A garrafa de vidro foi colocada em vidro para manter uma temperatura
constante de 25°C e a mistura foi agitada por 1,5 h. Apds a filtragdo, o teor no
filtrado foi analisado por HPLC e o pH da solugdo foi medido. Os valores de
pH medidos e as solubilidades do monossal de 4cido maleico e a base livre
sdo representadas na Tabela 3 seguinte.
Tabela 3
Solubilidade dependente do pH do monossal de acido maleico da férmula (1)

e a base livre (mg/ml)

pH da solugdo (monossalE ;:l;cl;:ioo maleico) Exemplo Comparativo 1 (base livre)
2,0 5,6 36,5
3,2 7,0 8,3
4,0 4,2 1,7
6,5 2,9 0,8

Experimento 4: Efeito farmacolégico e citotoxicidade do monossal de

acido maleico e base livre
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1) Cultura celular e tratamento de composto

A linhagem de células produtora de virus da hepatite B, HepG
2,215 (M. A. Shells, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1005 (1987)), foi
cultivado em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Media; Life Technologies)
contendo 10% de FBS (Soro Fetal Bovino), 1% de ABAM (Antibidtico-
Antimicético) e Geneticina cuja concentragdo final foi medida como 400
ng/ml. As células foram cultivadas para a confluéncia, tratadas com tripsina e
distribuida na microplaca de 96 reservatérios em uma densidade de 2 x 10 '
células/reservatério. Apoés 24 h, o meio foi substituido e o tratamento do
composto foi realizado em intervalos de 2 dias diluindo-se serialmente a base
livre do Exemplo Comparativo 1 e o monossal de 4cido maleico do Exemplo
por trés vezes de modo que a concentragio final foi de 50 pM a 8nM em 200
pl do meio. Cada uma das amostras de teste foi duplicada. Apos 8 dias do
primeiro tratamento de medicamento, o meio de cultura foi coletado e as
células foram lisadas pelo aquecimento das células a 100°C por 10 minutos. A
fim de minimizar as substincias que interferem com a reagéo da amplifica¢do
de DNA, o meio de cultura foi diluido por dez vezes usando-se dgua. O grupo
de controle, o meio de cultura celular que néo foi tratado com o medicamento,
foi tratado da mesma maneira como acima.
2) Determinagfo do efeito farmacolégico: analise quantitativa usando-se
reacdo de PCR em tempo real

O meio de cultura (6 pl), que foi pré-tratado como acima, foi
adicionado a mistura de polimerase/solugdo tamponada [10 mM de Tris-HCl
(pH 8,3), 50 mM de KCI, 200 uM de dNTP, 200 nM de iniciadores, 200 nM
de sonda, 3 mM de MgCl,, 1 unidade de DNA polimerase AmpliTaq (Applied
Biosystems, Foster City, CA)]. Usando-se a maquina de PCR em tempo real
(Rotor-gene 2000 Real-time Cycler: CORBETT Research.), A reagdo a 95°C
foi realizada por 3 minutos e depois a reagdo a 95°C/20 segundos-56°C/30

segundos-85°C/20 segundos foi repetida 45 vezes. A fluorescéncia foi
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detectada na reagio de polimerizagédo a 85°C.

5'-TCAGCTCTGTATCGGGAAGC-3' e 5'-
CACCCACCCAGGTAGCTAGA-3" (Genotech) foram usados como o
iniciador 5' e iniciador 3', respectivamente e 5'-6-FAM-
CCTCACCATACTGCACTCAGGCAA-BHQ-1-3' (Priigo) foi usado como a
sonda de fluorescéncia.

A quantidade automaticamente calculada de HBV DNA em
uma amostra foi analisada pelo calculo do valor relativo da amostra do
paciente com respeito ao valor da amostra ndo tratada com o medicamento e
usando-se o programa estatistico PRISM (GraphPad Software, Inc.).

3) Determinagdo de Citotoxicidade

O valor CCsy do medicamento foi determinado pela remogéo
do meio, adicionar 100 pl de 0,1 mg/ml de MTT (Brometo de Tiazolil Blue
Tetrazdlio: Sigma) ao residuo, tingindo o residuo por 2 h a 37°C, adicionar
100 pl de DMSO (Sulféxido de Dimetila: Sigma), dissolver a mistura
resultante agitando-se por 2 h em temperatura ambiente e medindo a
absorbéancia a 540 nm.

Os valores ECsy e CCsy para a base livre do Exemplo
Comparativo 1 e o monossal de 4cido maleico do Exemplo obtido a partir do

experimento acima s3o representados na Tabela 4 seguinte.

Tabela 4

Composto de teste ECs (BM) CCs (UM)
Base livre do Exemplo Comparativo 1 1,1 +0,1 7,9+3,0
Monossal do acido maleico do Exemplo 1,2+0,3 6,8+24

Como pode ser visto a partir dos resultados da Tabela 4, o teste
in vitro de atividade farmacoldgica intracelular mostrou que tanto a base livre
do Exemplo Comparativo 1 quanto o monossal de 4cido maleico do Exemplo
apresentam atividade similar (cerca de 1 mM) e citotoxicidade (cerca de 7
mM).

APLICABILIDADE INDUSTRIAL




16

O monossal do 4acido  3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-
il)metil]ciclopropil}éxi)metil]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6-trioxa—3XS-
fosfanon-1-il pivalato maleico da presente invengdo mostra excelente
estabilidade sob umidade e calor e mantém uma solubilidade constante em
niveis de pH diferentes. Portanto, a presente invengfo pode manter a
qualidade alta do ingrediente ativo da composig¢do farmacéutica para a
prevengio ou tratamento de infecges virais, tais como infec¢do por HBV ou

HIV, por um periodo longo de tempo.
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REIVINDICACOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de ser monossal do acido

(3-[({1-[(2-amino-9H-purin-9-il)metil]ciclopropil } 6xi)metil]-8,8-dimetil-3,7-

dioxo-2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato maleico.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que esta na forma do sélido cristalino.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado

pelo fato de que tem picos de 20 = 5,6, 12,1, 17,5 e 20,9° neste padréo de

difragdo do raio X em po.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
pelo fato de que tem picos de 20 = 5,6, 10,0, 12,1, 13,1, 17,5, 18,8, 20,9,
228,243, 25,1 e 26,5° neste padrdo de difragdo do raio X em po.

5. Composi¢do farmacéutica para a prevengdo ou tratamento

das infecgBes virais, caracterizada pelo fato de que compreende o monossal
do acido maleico como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4 e
carreador farmaceuticamente aceitavel.

6. Composicio de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizada

pelo fato de que o virus € HBV.

7. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado

pelo fato de que o virus € HIV.
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RESUMO
“COMPOSTO, E, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA A
PREVENCAO OU TRATAMENTO DAS INFECCOES VIRAIS”
A presente inveng&o diz respeito a monossal do acido 3-[({1-
[(2-amino-9H-purin—9-il)meti1]ciclopropil}6xj)meti1]-8,8-dimetil-3,7-dioxo-
2,4,6-trioxa-3A5-fosfanon-1-il-pivalato maleico e composigdo farmacéutica

contendo o mesmo.
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