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DESCRIPCION
Compuesto de ciclofosfato de nucledsido de farmaco precursor antivirico y uso del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un profarmaco antivirico de compuesto de ciclofosfato de nucledsido basado en
administracion especifica de higado o un isémero 6ptico, un hidrato, un solvato, una sal farmacéuticamente aceptable
0 una composicion farmacéutica del mismo, y a usos del mismo.

Antecedentes

Los virus tales como el virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis D (VHD), virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) son las mayores amenazas para la salud humana. Por ejemplo, la hepatitis virica B (hepatitis B) esta
provocada por el virus de la hepatitis B y principalmente en forma de lesiones inflamatorias del higado, que conduce
a dafios en multiples érganos. Los resultados de la encuesta de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) muestran
que hay 240 millones de casos infectados con hepatitis B crénica y que cada afio mueren 780.000 casos de hepatitis
B, donde 650.000 casos mueren por cirrosis y cancer de higado provocado por hepatitis B cronica y 130.000 casos
mueren por hepatitis B aguda. La hepatitis B ha sido un problema critico y global para la salud.

Los farmacos anti-VHB generalmente incluyen una clase de farmacos nucleotidicos como adefovir dipivoxil, tenofovir
disoproxil fumarato (TDF), tenofovir alafenamida (TAF), entecavir, lamivudina y telbivudina. Estos farmacos actian
mediante la activacién en un metabolito trifosfato en las células para inhibir la actividad ADN o ARN polimerasa del
virus, evitando de esta manera la sintesis de ADN o ARN e inhibiendo la replicacion virica.

Algunos compuestos de nucledtidos, tales como adefovir, tenofovir, etc., son altamente electronegativos a pH
fisiolégico y, por lo tanto, tienen poca capacidad transmembrana y baja biodisponibilidad para la administracion oral.
Mientras tanto, la administracion oral de tales compuestos puede aumentar el efecto toxico en el tracto gastrointestinal
y el rifidn. Sin embargo, los compuestos de nucleétidos pueden esterificarse para formar profarmacos de éster tales
como adefovir dipivoxil y tenofovir disoproxil fumarato, mejorando la biodisponibilidad y la distribucion tisular. Sin
embargo, antes de captarse por los hepatocitos, la mayoria de los profarmacos de éster pueden hidrolizarse a
componentes bioactivos electronegativos (tales como adefovir y tenofovir) por la éster hidrolasa que se distribuye
ampliamente en el cuerpo. Dichos componentes no ingresan facilmente a los hepatocitos, pero se transportan
activamente y se absorben por el tubulo proximal renal provocando nefrotoxicidad.

La estructura del precursor del ciclofosfato (4-aril-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinano) asegura un excelente rendimiento de
administracion especifico del higado y su mecanismo es muy claro. Como se muestra en la Figura 1, la posicion 4-
aril-sustituida esta catalizada especificamente por CYP3A de la familia de isozimas del citocromo P450 en los
hepatocitos para dar un grupo hidroxilo seguido de apertura del anillo para formar un intermedio fosfato
electronegativo. Este intermedio se mantiene dentro de la célula debido a la dificultad para atravesar la membrana
celular. El intermedio de fosfato electronegativo se hidroliza y se elimina en 3 para formar un compuesto de
monofosfato de nucledsido bajo catalisis de fosfodiesterasa. El compuesto de nucledsido monofosfato se cataliza
después por nucleétido quinasas para formar un compuesto de nucleétido trifosfato bioactivo. Al mismo tiempo, un
subproducto metabdlico aril vinil cetona se retira mediante una reaccién de adicion 1,4 con glutation, que es abundante
en hepatocitos y tiene actividad antioxidante y captadora de radicales libres. Ademas, No se ha informado que el
producto de adicion tenga efectos secundarios.

Usando adefovir como un componente activo, se encuentra que a través de la modificacion de sustituyentes en el
grupo arilo, por ejemplo mono-sustitucion, disustitucion, un compuesto sustituido con cloruro en una posicion meta
sobre el anillo aromatico, es decir, pradefovir, se metaboliza a adefovir en presencia de la enzima CYP3A a una tasa
de metabolismo mas alta, casi 5 veces la del compuesto sustituido con cloruro en las posiciones 3 y 5 del anillo
aromatico (documento US200707214668 B2).

o

NH, .
NN o) <
[e]

o=

Pradefovir

Sin embargo, todavia hay una falta de compuestos inhibidores viricos con alta actividad, fuerte especificidad de
administracion hepatica y efectos toxicos y secundarios bajos. Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de
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desarrollar un novedoso compuesto antivirico con alta actividad, fuerte especificidad de administracion hepatica y
efectos toxicos y secundarios bajos.

Sumario
La presente invencioén se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion sintetiza un ciclofosfato de un farmaco nucleotidico antivirico y ademas modifica sustituyentes
en su anillo aromatico para producir una clase de profarmacos capaces de administracion especifica hepatica (LSD,
por sus siglas en inglés) y con efectividad mas alta y menos efectos téxicos y secundarios.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de la siguiente formula estructural en
configuracion S-cis, una sal farmacéuticamente aceptable, un hidrato o un solvato del mismo:

cl

NH, F@/
XN {
(L) o0

En un segundo aspecto, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, una sal
farmacéuticamente aceptable, un hidrato o un solvato del mismo y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptables.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona el uso del compuesto, una sal farmacéuticamente aceptable,
un hidrato o un solvato del mismo de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, o la composicién farmacéutica de
acuerdo con el segundo aspecto de la invencién en el tratamiento de una enfermedad aguda o crénica asociada a
infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de hepatitis D (VHD) o el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

En otra realizacion preferida, la enfermedad aguda o cronica asociada a la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB),
el virus de la hepatitis D (VHD) o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se selecciona del grupo que consiste
en hepatitis B, hepatitis D o sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra el mecanismo de accién de un compuesto basado en
administracion especifica hepatica.

La Figura 2 muestra la relacion de los respectivos compuestos basados en administracion especificos del higado
(racemato) metabolizados a moléculas activas en presencia de la enzima CYP3A4. Los nombres de los
compuestos se muestran en la Tabla 1 y las moléculas metabodlicas activas correspondientes a todos los
compuestos son PMPA.

La Figura 3 muestra la proporcién de compuestos basados en administracion especifica hepatica (configuracion S
y cis) metabolizados a moléculas activas en presencia de la enzima CYP3A4. Los nombres de los compuestos se
muestran en la Tabla 1 en la cual la molécula metabdlica activa correspondiente al compuesto 6 cis es PMPAYy la
molécula metabdlica activa correspondiente al compuesto 9 (Pradefovir) es PMEA.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra las concentraciones de la molécula activa PMPA liberada por
metabolismo in vivo en plasma, higado y rifién a lo largo del tiempo después de la administracion intragastrica de
30 mg/kg de PA1010 a ratas. Los nombres de los compuestos se muestran en la Tabla 1.

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra las concentraciones de la molécula activa PMPA liberada por
metabolismo in vivo en plasma, higado y rifién a lo largo del tiempo después de la administracion intragastrica de
30 mg/kg de PA1007 a ratas. Los nombres de los compuestos se muestran en la Tabla 1.

La Figura 6 es un grafico de barras que muestra las concentraciones de la molécula activa PMPA liberada por
metabolismo in vivo en plasma, higado y rifién a lo largo del tiempo después de la administracion intragastrica de
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30 mg/kg de TAF a ratas.

La Figura 7 es un grafico de barras que muestra las concentraciones de la molécula activa PMPA liberada por
metabolismo in vivo en plasma, higado y rifién a lo largo del tiempo después de la administracion intragastrica de
30 mg/kg de TDF a ratas.

Notas:

PMPA: (R)-9-(2-metoxipropil fosfato)-adenina

PMEA: 9-[2-(fosfonometoxi) etillJadenina

Configuracion S cis, a menos que se especifique de otra manera, significa que C4 en un anillo de fosfato esta en
configuracion Sy P2y el grupo arilo posicionado en 4 es cis en relacion entre si.

Descripcion detallada de las realizaciones

A través de una investigacion a largo plazo y en profundidad, el inventor ha descubierto sorprendentemente, después
de una selecciodn e investigacion de una gran cantidad de compuestos, que una clase de compuestos de formula (1) o
férmula (111) estructural especifica (por ejemplo, con diferentes halégenos en las posiciones 3 y 5 del anillo de benceno,
o diferentes halégenos en las posiciones 2 y 5 del anillo de benceno) tienen excelente actividad antivirica,
administracion especifica hepatica significativamente mejorada y efectos toxicos y secundarios significativamente
reducidos.

Terminologia

Como se usa en el presente documento, la expresion "alquilo C4-Cg" se refiere a un alquilo lineal o ramificado que
tiene 1 a 6 atomos de carbono, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo o
similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion "alcanoilo C,-Cs" se refiere a un sustituyente de una estructura
de alquil-carbonilo lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, tales como acetilo, propionilo, butirilo o
similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion "alquilamino C+-Cg" se refiere a un sustituyente de una estructura
de alquil-amino lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, tales como metilamino, dimetilamino,
etilamino, propilamino, dietilamino o similares.

Como se usa en el presente documento, el término "halégeno” se refiere a F, Cl, Bre I

Como se usa en el presente documento, la expresion "que contiene", "que comprende” o "que incluye" indica que
pueden usarse diversos ingredientes juntos en la mezcla o composicion de la invencion. Por lo tanto, las expresiones
"que consiste principalmente en" y "que consiste en" se incluyen en la expresion "que contiene".

Como se usa en el presente documento, la expresion "ingrediente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una
sustancia que es adecuada para seres humanos y/o animales sin efectos secundarios adversos excesivos tales como
toxicidad, irritacion y alergia, esto es, una sustancia con una relacién razonable entre beneficio y riesgo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad a la cual un agente
terapéutico usado puede tratar, aliviar o prevenir una enfermedad o afeccion diana o una cantidad a la cual un agente
terapéutico usado puede exhibir un efecto terapéutico o profilactico detectable. Una cantidad eficaz precisa para un
sujeto depende del tamafio y la salud del sujeto, la naturaleza y extension del sintoma y el agente terapéutico y/o
combinacion de agentes terapéuticos seleccionados. Por lo tanto, es inutil especificar una cantidad eficaz precisa de
antemano. Sin embargo, para algunas condiciones especificas, un médico es capaz de determinar la cantidad eficaz
a través de un experimento convencional.

A menos que se especifique de otra manera, el término "sustitucion" usado en el presente documento significa que
uno o mas atomos de hidrégeno en un grupo estan sustituidos con sustituyentes seleccionados del grupo que consiste
en grupo halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-Cs, nitro, hidroxilo, amino y ciano.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal formada
por el compuesto de la invencién con un acido o base y adecuada para su uso como un medicamento. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen sales organicas e inorganicas. Una clase preferida de sales esta formada por
el compuesto de la invencién con un acido. Los acidos adecuados para formar las sales incluyen pero no se limitan a:
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido fluorhidrico, acido sulfarico, acido nitrico y
acido fosforico, acidos organicos tales como acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido oxalico, acido
maldnico, acido succinico, acido fumarico, acido maleico, acido lactico, acido malico, acido tartarico, acido citrico,
acido picrico, acido metanosulfénico, acido fenilmetanosulfénico y acido bencenosulfénico y aminoacidos acidos tales
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como acido aspartico y acido glutamico.

Algunos de los compuestos de la invencion pueden cristalizarse o recristalizarse con agua o diversos disolventes
organicos, donde pueden formarse diversos solvatos. Los solvatos de la presente invencion incluyen solvatos
estequiométricos tales como hidratos y compuestos que contienen cantidades variables de agua cristalina formados
tras la preparacién usando liofilizacion.

Debe entenderse que pueden estar presentes varios isémeros termodinamicamente estables después de la
preparacion de los compuestos de la invencion, tales como un tautdmero, un conférmero, un mesocompuesto y un
enantidomero o un diasteredmero. Tales variaciones seran evidentes para los expertos en la materia después de leer
la presente invencion.

Compuesto de formulas (I) o (lll) y preparacion del mismo

Con el fin de proporcionar un profarmaco altamente eficaz y poco téxico que pueda asegurar una liberacion
concentrada del farmaco de nucleétido antivirico en los hepatocitos a través de un mecanismo basado en la
administracion especifica hepatica, el inventor preparé un compuesto preferido de formula (1), esto es, un compuesto
de férmula (1) o (l11)

] AN
NH; 7 (Rg)m
NN
ﬁl v 009
N N\\(O\/P\
R4

(1);
en donde:

R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, amino, alquilo C+-Cg sustituido o no sustituido, cicloalquilo
C3-Cs sustituido o no sustituido, grupo alcoxi C4-Cs sustituido o no sustituido y alquilamino C4-Cg sustituido o no
sustituido; donde la sustitucion comprende uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo C+-Cs, nitro, hidroxilo, amino y grupo ciano;

mesO0,1,2,3,405;

cada R; se selecciona independientemente del grupo que consiste en halégeno, nitro, hidroxilo, amino, grupo
ciano, alquilo C4-Cg sustituido o no sustituido, cicloalquilo C3-Cg sustituido o no sustituido, grupo alcoxi C4-Cg
sustituido o no sustituido, alquilamino C4-Cs sustituido o no sustituido, carboxilo C1-Cs sustituido o no sustituido,
grupo éster C4-Cs sustituido o no sustituido, alcanoilo C,-Cg sustituido o no sustituido o grupo alquilamida C»-Ce
sustituido o no sustituido;

donde la sustitucion comprende uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo
C1-Cs, haloalquilo C+-Cs, nitro, hidroxilo, amino y grupo ciano; y

cada centro quiral en la férmula () esta en configuracion Ro S.

En una realizacion desvelada,

Q (Rz)m

Y

se selecciona del grupo que consiste en:
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la clase desvelada de compuestos de férmula (Il) tiene una férmula estructural mostrada como sigue:

Rs

Rs

NH2 (Rz)n

N XN
L > of
N N\\/o\/P\O
R1
1
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\\/O\‘ 0 (s o
R4 R1
I-a , I-b
Rs Rs
R3 R3
NH2 (Rz)n NH2 (R2)n
N N
k > NS K ) o} P
P
L/O“‘ g/OJ
R R4
I-c 0 I-d

5 En otra realizacion desvelada, el compuesto de férmula (l) es un compuesto de formula (I-a).

En otra realizacion desvelada, P2 y el arilo posicionado 4 en la estructura del ciclofosfato son cis en relacion entre si,
y P2 esta en configuracién Ry C4 esta en configuracion S.

10 En otra realizacion desvelada, R+ se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C+-C3 y ciclopropilo.
En otra realizacion desvelada, R1 se selecciona del grupo que consiste en H, metilo y ciclopropilo.

En una realizacion desvelada, Rz es Cly Rs es F; 0 Rz es Cl y Rs es Br; 0 Rz es Cl y Rs es Cl.

15
En oftra realizacion desvelada, el isdbmero 6ptico incluye un tautdmero, un isdbmero cis o trans, un conférmero, un
mesocompuesto y un enantidmero o un diasteredmero.
En otra realizacion desvelada, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

20

(xs 09) ﬁ e,

Cis Trans

Otra clase desvelada de compuestos de férmula (l1) tiene una férmula estructural (Ill) mostrada como sigue:



ES 2 880 391 T3

R3
NH, Rs (Ro)n
NN
(X o
Ry
11 ,
O :
NH; Rs \: (Rg)n NH, Rs (Ry)n
NN < NN {
() ) L e
Vo= VLo~
R1 R1
Ml-a , 111-b ,
Ra Rs
NH, Re Ro)n NH3 Rs (Ro)n
¥ —N N™ ™ N
LY of LAY
N .P. N N
N k/o—_\ \O uo
R Ry
II-¢ 0 111-d H

5 endonde, cada grupo se define como anteriormente.
En otra realizacion desvelada, el compuesto de férmula (l1l) es un compuesto de férmula (ll1-a).

En otra realizacion desvelada, P2 y el arilo posicionado 4 en la estructura del ciclofosfato son cis en relacion entre si,
10 y P2 esta en configuracion R y C4 esta en configuracion S.

En otra realizacion desvelada, R1 se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs y ciclopropilo.

En otra realizacion desvelada, R1 se selecciona del grupo que consiste en H, metilo y ciclopropilo.

15
En una realizacion desvelada, Rz es Cly Rs es F; 0 Rz es Cl y Rs es Br; 0 Rz es Cl y Rs es Cl.
En otra realizacion desvelada, el isémero optico incluye un tautémero, un isémero cis-trans, un conférmero, un
mesocompuesto y un enantidmero o un diasteredmero.

20

En otra realizacion desvelada, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

NH, F’@' - NH; FO :
5 X N\ :
“i? :\Lo ) ”k?[hf )

Ve

D
o™ 4 (o)

we
L =
\\"'(

Cis Trans
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Método para preparar el compuesto (tomando como ejemplo un compuesto de férmula (ll1))

Un derivado Va de monofosfato, un derivado Vd de 1,3-propanodiol y diciclohexilcarbodiimida se afiaden en una
solucion preparada con N,N-dimetilformamida y piridina en una relacion de 5:1 para producir una mezcla. La mezcla
se calienta a aproximadamente 80 °C para que reaccione durante 16 horas. Después de que la reaccién esté
completada, el disolvente en la mezcla de reaccion se retira mediante evaporacién al vacio para producir un producto
bruto. El producto bruto se disuelve en acetato de etilo, seguido de lavado con solucion saturada de NaCl y secado
con sulfato sédico anhidro. El producto resultante se evaporé a presion reducida para retirar el disolvente y después
se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para producir un compuesto de férmula (11).

Rs
(Ra)n

Rs3

NH,
JIN Rs NH, Rs
N HO,
> Q (R2)n NN
l\\ N \l\:VOH . HO . 1 \> o\\p
N o z
\\( OH N N\\(o\/P\O

R»] R1
Va Vd I

En donde, cada uno de los reactivos puede estar disponible en el mercado o puede prepararse con materias primas
disponibles en el mercado usando un método convencional en la técnica.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el derivado Vd de 1,3-propanodiol (preferentemente un derivado
de 1,3-propanodiol quiral) se prepara usando el siguiente método:

0O 0 OH O OH
Rs A~ Rs o™\ i Rs oH
Rok o L R Rk
Rs Rs Rs
(i) reducir
O 0
(0]
(R2)n
Rs

a 40-80 °C (por ejemplo, durante 1-5 horas) en presencia de HCOOH, EtsN y (R,R)-N-(p-Toluenosulfonil)-1,2-
difeniletanodiamina(cloro)(p-cimeno)rutenio(ll) en un disolvente inerte (por ejemplo, DMF) para producir

R
3 O/\
(R2)n
Rs
y

(i) hacer reaccionar un reductor (tal como NaBH4) con
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R3 PN
(@]
(R2)n
Rs

(por ejemplo, durante 1-5 horas) en un disolvente anfétero (por ejemplo, EtOH) para producir

OH
Rs
OH
(R2)n
5 R5
En otra realizacion preferida,
0 @]
R
3 O/\
(R2)n
Rs
10
se prepara usando uno cualquiera de los siguientes métodos 1-3.
Método 1
o 0
R
O/\ ii (R3) O/\
R2 (Rz —(Feh .
5
15 Rs
(i) hacer reaccionar SOCI» con
0
R
3 OH
(Ra)n
Rs
20
en un disolvente anfotero (por ejemplo, EtOH) para producir
0
R
3 O/\
(R2)n
Rs ;
25 y

(i) hacer reaccionar acetato de etilo con

10
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R3
(RZ)n

disolvente inerte (por ejemplo, THF) para producir

Método 2

Rs
(R2)n

(i) hacer reaccionar

con

a temperatura ambiente en presencia de SnCl, en un disolvente inerte (tal como DCM) para producir

Método 3

Rs
(RZ)n

(i) hacer reaccionar

Rs

Rs

o

Rs

0O O
R3 N
0
(R2)n
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@]
Ns 0 0]
N\\)I\O/\ Rs 0
. (R2)n
i Rs
@]
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(RZ)n
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O
_N\\Nwo/\
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(Rz)n o
R5 con O O

a temperatura de reflujo durante la noche en presencia de una base (por ejemplo, terc-butoxido potasico) en un
disolvente inerte (por ejemplo, THF) para producir

O O
@]
(R2)n
Rs

Debe entenderse que los métodos anteriores simplemente toman el compuesto de formula (lll) como ejemplo, y los
expertos en la materia pueden llegar a otros compuestos de formula (1) o (II) mediante la sustitucion sencilla de las
materias primas correspondientes.

Composicion farmacéutica y administracion

Debido a su excelente actividad inhibidora contra el virus de la hepatitis B (VHB), el compuesto de la presente invencion
y diversas formas cristalinas del mismo, sales organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables, hidratos o
solvatos de los mismos y una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la presente invencion como
un principio activo principal puede usarse para curar, prevenir y aliviar las enfermedades provocadas por el virus de la
hepatitis B. De acuerdo con la técnica anterior, el compuesto de la presente invencion puede usarse para el tratamiento
de enfermedades que incluyen las enfermedades provocadas por la infeccion por VHB, VHD o VIH.

La composicion farmacéutica de la presente invencion incluye el compuesto de la presente invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en una cantidad segura y eficaz, y un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Donde, la "cantidad segura y eficaz" se refiere a una cantidad en la cual el compuesto
usado es suficiente para mejorar significativamente los sintomas sin provocar efectos secundarios graves. En general,
la composicion farmacéutica incluye el compuesto de la presente invencion a 0,1-1000 mg por dosis, y
preferentemente 0,5-500 mg por dosis. Preferentemente, el "por dosis" se refiere a una capsula o comprimido.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a una o mas cargas solidas o liquidas compatibles o materiales en
gel que son adecuados para su uso humano y deben tener una pureza suficiente y una toxicidad suficientemente baja.
La "compatibilidad" indica en el presente documento que cada componente de una composicion es capaz de
combinarse entre si y con el compuesto de la invencion sin reducir significativamente el efecto del compuesto. Partes
de los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen celulosa y sus derivados (tales como carboximetilcelulosa
sodica, etilcelulosa sédica y acetato de celulosa), gelatina, talco, lubricantes sdlidos (tales como acido estearico y
estearato magnésico), sulfato calcico, aceites vegetales (tales como aceite de soja, aceite de sésamo, aceite de
cacahuete y aceite de oliva), polioles (tales como propilenglicol, glicerina, manitol y sorbitol), emulsionantes (tales
como Tween®), agentes humectantes (tales como dodecilsulfato sodico), colorantes, agentes saborizantes,
estabilizantes, antioxidantes, conservantes y agua libre de pirégenos.

Las administraciones del compuesto o composicién farmacéutica de la presente invencién no estan particularmente
limitadas, y las administraciones representativas incluyen pero no se limitan a: administraciones oral, rectal, parenteral
(intravenosa, intramuscular o subcutanea) y topica y de manera particularmente preferida la administracion oral.

Las preparaciones sdlidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y granulos. En
tales preparaciones sélidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente (o vehiculo) inerte convencional
tales como citrato sédico o fosfato dicalcico, o se mezcla con los siguientes componentes incluyendo: (a) una carga o
compatibilizador tales como almiddn, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (b) un aglutinante tales
como hidroximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga; (c) un humectante tal
como glicerol; (d) un agente disgregante, tales como agar, carbonato calcico, almidén de patata o almidon de tapioca,
acido alginico, algunos silicatos compuestos y carbonato sddico; (e) un disolvente retardante, tales como parafina; (f)
un acelerador de la absorcion, tal como un compuesto de amina cuaternaria; (g) un agente humectante, tales como
cetanol y monoestearato de glicerilo; (h) un adsorbente, tal como caolin; y (i) un lubricante, tales como talco, estearato
calcico, estearato magnésico, polietilenglicol sélido, dodecil sulfato sédico o una mezcla de los mismos. También
puede incluirse un tampoén en las preparaciones de capsula, comprimido y pildora.

Las preparaciones solidas, tales como comprimido, pildora de azucar, capsula, pildora y granulo pueden prepararse
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usando un recubrimiento o cubierta, tales como revestimiento entérico y otros materiales conocidos en la técnica.
Tales preparaciones pueden incluir un agente opacificante y la liberacién del compuesto activo o el compuesto de la
composicion puede llevarse a cabo en una determinada parte del tracto digestivo de manera tardia. En la presente
invencion pueden emplearse componentes de incrustacion tales como materiales poliméricos y materiales céreos. Si
es necesario, el compuesto activo también puede usarse para preparar una microcapsula con uno o mas de los
excipientes anteriores.

Las preparaciones liquidas usadas para la administracion oral incluyen emulsién farmacéuticamente aceptable,
solucidn, suspension, jarabe o tintura. Ademas del compuesto activo, las preparaciones liquidas también pueden incluir
un diluyente inerte usado convencionalmente en la técnica, tales como agua u otros disolventes, solubilizante y
emulsionante, incluyendo etanol, isopropanol, carbonato de etilo, acetato de etilo, propilenglicol, 1,3-butanodiol,
dimetilformamida y aceites, especialmente aceite de semilla de algoddn, aceite de cacahuete, aceite de germen de
maiz, aceite de oliva, aceite de ricino y aceite de sésamo o una mezcla de los mismos.

Ademas de tales diluyentes inertes, la composicion también puede comprender un auxiliar, tales como agente
humectante, emulsionante, agente de suspension, edulcorante, corrector y especia.

Ademas del compuesto activo, la suspension puede comprender un agente de suspension tal como alcohol
isoestearilico etoxilado, polioxietilen sorbitol, un éster de sorbitan, celulosa microcristalina, metéxido de aluminio y agar
0 una mezcla de los mismos.

La composicién para inyeccion parenteral puede comprender una solucion acuosa o anhidra estéril fisioldgicamente
aceptable, una dispersion, una suspension o una emulsion y polvo estéril para reconstituir en una solucion o dispersion
inyectable estéril. Los vehiculos, diluyentes, disolventes o excipientes acuosos o anhidros apropiados incluyen agua,
etanol, polioles y una mezcla apropiada de los mismos.

Las preparaciones del compuesto de la presente invencion para administracion tépica incluyen pomadas, polvos,
parches, aerosoles e inhalantes. El principio activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo fisioldgicamente
aceptable y cualquier conservante, agente tamponante o propulsor que puedan requerirse si es necesario.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse solos o en combinaciéon con otros compuestos
farmacéuticamente aceptables.

Cuando se usa una composicion farmacéutica, se administra una cantidad segura y eficaz del compuesto de la
invencion a un mamifero (por ejemplo, un ser humano) que necesita tratamiento, donde se emplea una dosis
farmacéuticamente eficaz para la administracion. Para un ser humano que pesa 60 kg, la dosis diaria es 0,2-1000 mg,
preferentemente 0,5-500 mg. Por supuesto, deben tenerse en cuenta otros factores incluyendo vias de administracion
y estado de salud del paciente para la dosis especifica, que esta dentro de la capacidad del médico experto.

Las ventajas de la presente invencion se describen como sigue:

(1) administracion especifica de higado altamente eficaz: el compuesto solo puede catalizarse especificamente en
hepatocitos con CYP3A de la familia de isozimas del citocromo P450 para producir una molécula activa, que tiene
una alta electronegatividad y no es facil de descargar del higado, conduciendo a una concentracion mas alta en el
higado, logrando de esta manera la administracion especifica;

(2) alta actividad: hay mas farmacos presentes en el higado debido a que la administracion especifica hepatica y
la actividad antivirica también se mejoran enormemente.

(3) efectos toxicos y secundarios bajos: cuando se usa la misma cantidad de profarmacos, la cantidad de moléculas
activas formadas fuera del higado por el metabolismo es muy pequefia, conduciendo a una toxicidad renal y 6sea
enormemente reducida.

Lainvencion se ilustrara adicionalmente a continuacion junto con realizaciones especificas. En los siguientes ejemplos,
los métodos experimentales cuyas condiciones especificas no se especifican, se llevan a cabo habitualmente de
acuerdo con condiciones convencionales o las condiciones recomendadas por el fabricante. A menos que se
especifique de otra manera, el porcentaje y la porcion se calculan en peso en el presente documento.

Ejemplo 1 preparacion de
(2R)-9-{2-[(4S)-4-(3-cloro-2-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina

Se disolvieron 84 mg (0,294 mmol) de (R)-9-[2-(fosfonometoxi)propilladenina en una solucién preparada con 15 ml de
N,N-dimetilformamida y 3 ml de piridina a la que se afiadieron 182 mg (0,882 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y
60 mg (0,294 mmol) de (S)-3-(3-cloro-2-fluorofenil)-1,3-propanodiol. La mezcla se calenté a 80 °C para reaccionar
durante 16 horas. Después de completarse la reaccién, la mezcla de reaccién se evaporé al vacio para retirar el
disolvente a fin de producir un producto bruto. El producto bruto se disolvié en acetato de etilo seguido de lavado con
solucioén saturada de NaCl y secado con sulfato sddico anhidro. El producto resultante se evaporé a presion reducida
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para retirar el disolvente y después se sometié a cromatografia en columna de gel de silice (una relacion de
diclorometano a metanol varia de 20:1 a 10:1) para producir un producto sélido blanco con un rendimiento del 41 % y
Rr de 0,4 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,071-8,227 (m, 2H), 7,202-7,661 (m, 5H), 5,837-5,961 (m, 1H), 4,549-4,603 (m, 1H),
3,935-4,356 (m, 6H), 1,914-2,119 (m, 2H), 1,105-1,198 (m, 3H) ppm.

Ejemplo 2 Preparacion de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 84mg (0,294 mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 182 mg (0,882 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 60 mg (0,294 mmol) de (S)-3-(3-
cloro-5-fluorofenil)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar para producir 35 mg de un producto sélido blanco con un
rendimiento del 26 % y Rr de 0,4 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): : 8,045-8,163 (m, 2H), 7,173-7,455 (m, 5H), 5,621-5,681 (m, 1H), 4,228-4,271 (m,
1H), 4,001-4,059 (m, 6H), 1,952-2,109 (m, 2H), 1,097-1,196 (m, 3H) ppm.

Ejemplo 3 Preparacion de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 118mg (0,412mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 254,6 mg (1,236 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 84 mg (0,412 mmol) de (S)-3-(3-
cloro-4-fluorofenil)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar completamente para producir 71 mg de un producto sélido
blanco con un rendimiento del 37,8 % y R de 0,4 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): : 8,056-8,151 (m, 2H), 7,552-7,584 (m, 1H), 7,205-7,493 (m, 4H), 5,556-5,618 (m,
1H), 4,427-4,502 (m, 1H), 3,922-4,303 (m, 6H), 1,813-2,016 (m, 2H), 1,095-1,193 (m, 3H) ppm.

Ejemplo 4 Preparacion de (2R)-9-{2-[(4 S)-4-(5-cloro-2-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 112mg (0,39 mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 242 mg (1,176 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 80 mg (0,39 mmol) de (S)-3-(5-
cloro-2-fluorofenil)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar completamente para producir 60 mg de un producto sélido
blanco con un rendimiento del 38 % y R; de 0,3 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): &: 8,048-8,225 (m, 2H), 7,182-7,545 (m, 5H), 5,825-5,911 (m, 1H), 4,536-4,593 (m,
1H), 3,971-4,339 (m, 6H), 1,893-2,172 (m, 2H), 1,103-1,196 (m, 3H) ppm.

15,66 g de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(5-cloro-2-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina se hicieron

pasar a través de una columna quiral para producir 9,69 g de(2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(5-cloro-2-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-
dioxafosforinan-2-illmetoxipropil}adenina en las siguientes condiciones:

columna: CHIRALPAK ADH;

fase movil: etanol y acetonitrilo mezclados en una relacién en volumen de 90:10;

longitud de onda: 254 nm; y

temperatura: 25 °C.
RMN 'H (400 MHz, Metanol-D4): &: 8,19 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,43 - 7,34 (m, 2H), 7,19 - 7,11 (m, 1H), 5,86 (t, J =
7,0 Hz, 1H), 4,70 - 4,60 (m, 1H), 4,46 - 4,26 (m, 3H), 4,16 - 4,08 (m, 1H), 4,05 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,16 - 2,08 (m, 2H),
1,30 (d, J = 6,2 Hz, 3H) ppm.
Ejemplo 5 Preparacion de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(4-piridin)-2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina
Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 112mg (0,39 mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 242 mg (1,176 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 80 mg (0,39 mmol) de (S)-3-(4-
piridin)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar completamente para producir 70 mg de un producto sélido blanco con
un rendimiento del 39 % y Rr de 0,4 (una relacién de diclorometano a trietilamina a metanol es 10:1:0,1).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): &: 8,595-8,629 (m, 1H), 8,545 (d, J=4,8 Hz, 1H), 8,070-8,169 (m, 2H), 7,213-7,350 (m,
4H), 5,591-5,662 (m, 1H), 4,483-4,559 (m, 1H), 3,913-4,345 (m, 6H), 1,913-2,114 (m, 2H), 1,100-1,178 (m, 3H) ppm.
Ejemplo 6 Preparacion de (2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina y (2R)-9-{2-[(2S, 4S8)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-

illmetoxipropil}adenina

410,7mg de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina se hizo
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pasar a través de una columna quiral en las siguientes condiciones para producir diasteredmeros de la misma:
220,2mg de (2R)-9-12-[(2R, 4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina y
166,2 mg de (2R)-9-{2-[(2S, 4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina.

(2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropilladenina: RMN "H (400 MHz,
CDCls): 8:8,350 (S, 1H), 7,930 (S, 1H), 7,074-7,100 (m, 2H), 6,890 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,735 (s, 2H), 5,585 (d, J =
10,4 Hz, 1H), 4,655-4,711 (m, 1H), 4,343-4,429 (m, 2H), 4,157-4,212 (m, 1H), 3,970-4,059 (m, 2H), 3,801-3,860 (m,
1H), 2,014-2,108 (m, 2H), 1,316 (d, J=6,4 Hz, 3H) ppm.

(2R)-9-{2-[(2S, 4S)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina: RMN "H (400 MHz,
CDCls): 6:8,372 (m, 1H), 7,905 (s, 1H), 7,011-7,157 (m, 3H), 5,899 (s, 2H), 5,432 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 3,897-4,410 (m,
7H), 2,141-2,249 (m, 1H), 1,763-1,800 (m, 1H), 1,337 (d, J=6,4 Hz, 3H) ppm.

Columna: CHIRALPAK ADH.

Fase movil: etanol y acetonitrilo mezclados en una relaciéon en volumen de 90:10.

Longitud de onda: 254 nm.

Temperatura: 25 °C.

Ejemplo Comparativo 7 Preparacion de
illmetoxipropil}adenina

(2R)-9-{2-[(4 S)-4-(3-clorofenil)-2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2-

Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 660mg (2,419 mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 1,5 g (7,257 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 450 mg (2,419 mmol) de (S)-3-(3-
clorofenil)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar completamente para producir 400 mg de un producto solido blanco
con un rendimiento del 38 % y Rr de 0,5 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): : 7,872-8,296 (m, 2H), 7,211-7,269 (m, 4H), 6,019-6,077 (m, 2H), 5,523-5,550 (m,
1H), 4,261-4,357 (m, 1H), 3,773-4,156 (m, 6H), 1,907-1,990 (m, 2H), 1,236-1,354 (m, 3H) ppm.

Ejemplo Comparativo 8 Preparacion de (2R)-9-{2-[(4S)-4-(3,5-diclorofenil)-2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

Esta realizacion emple6 un método similar al del Ejemplo 1. 84mg (0,294 mmol) de (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propilladenina, 182 mg (0,882 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 60 mg (0,294 mmol) de (S)-3-(3,5-
diclorofenil)-1,3-propanodiol se hicieron reaccionar completamente para producir 62 mg de un producto sdlido blanco
con un rendimiento del 45 % y Rr de 0,4 (una relacion de diclorometano a metanol es 10:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 5:8,346-8,378 (m, 1H), 7,909-7,939 (m, 1H), 7,351-7,363 (m, 1H), 7,265-7,268 (m, 1H),
7,178-7,181 (m, 1H), 5,770-5,825 (m, 2H), 5,399-5,588 (m, 1H), 3,808-4,428 (m, 7H), 2,025-2,085 (m, 2H), 1,306-
1,349 (m, 3H) ppm.

Ejemplo Comparativo 9 Preparacion de (2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-clorofenil)-2-oxo0-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

(2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-clorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2-iljmetoxipropil}adenina se preparé6 usando la
solucién técnica descrita en J,Am,Chem,Soc,2004,126,5154-5163.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 6:8,352 (s, 1H), 7,907 (s, 1H), 7,285-7,354 (m, 3H), 7,106 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 5,802 (s,
2H), 5,591 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 4,624-4,681 (m, 1H), 4,443-4,468 (m, 2H), 4,235-4,321 (m, 1H), 3,899-4,031 (m, 4H),
1,980-2,109 (m, 2H) ppm.

Tabla 1 Compuestos preparados en diversos ejemplos
Nombre EM

Numero de compuesto | Estructura

(2R)-9-{2-[(4 S)-4-(3-cloro-2-fluorofenil)-
2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2-
illmetoxipropil}adenina

1 (PA1008-racemato) 455,81

15



ES 2 880 391 T3

(continuacion)

Numero de compuesto | Estructura Nombre EM
F
\®/0|
NH2 v (2R)-9-{2-[(45)-4-(3-cloro-5-fluorofenil)-
2 (PA1007-racemato) ,\1 A N\ o " 2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2- 455,81
k P > O\‘F; ) illmetoxipropil}adenina
N N\\/O\/ \O
F
Cre
NH; . (2R)-9-{2-[(4 S)-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-
3 (PA1009-racemato) SN o R 2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2- 455,81
'\i P P OeF; /> illmetoxipropil}adenina
N N\\/O\/ e
Cl
NH, F/O/ .
N B (2R)-9-{2-[(4 S)-4-(5-cloro-2-fluorofenil)-
4 (PA1010-racemato) '\i N 0.9 2-ox0-1,3,2-dioxafosforinan-2- 455,81
N N\\/O\/\P\o illmetoxipropil}adenina
Cl
NH; F
SN, B (2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(5-cloro-2-
4-cis (PA1010-cis) N‘ \> 0.0 fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan- | 455,81
KN/ N P 2-illmetoxipropil}adenina
\\/O\\\ 0
Cl
NH, F
N z (2R)-9-{2-[(2S, 4S)-4-(5-cloro-2-
4-trans (PA1010-trans) ‘ \> 0. pj fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan- | 455,81
/ N -. . . .
N N\VOJP\O 2-iljmetoxipropil}adenina
B
NH, == s
NN B (2R)-9-{2-[(4S)-4-(4-piridina)-2-oxo-
5 (PA 1006-racemato) '\i \> o P 1,3,2-dioxafosforinan-2- 404,36
NZ N \/\P\ illmetoxipropil}adenina
P~ o
F
D/Cl
NH, \ (2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-cloro-5-
6-cis (PA1007-c/s) '\i NN o : fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan- | 455,81
L N> Ot /j 2-illmetoxipropil}adenina
N o=
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(continuacion)

(Pradefovir)

illmetoxipropil}adenina

Numero de compuesto | Estructura Nombre EM
F
D/u
NH S (2R)-9-{2-[(2S, 4S)-4-(3-cloro-5-
6-trans (PA1007-trans) nf)j'\‘» 0.0 X fluorofenil)-2-oxo-1,3,2-dioxafosforinan- | 455,81
k F~N B /j 2-illmetoxipropil}adenina
N0~
o
NH, .
. . 5 (2R)-9-{2-[(4S)-4-(3-clorofenil)-2-oxo-
Ejemplo Comparativo 7 NS o 1,3,2-dioxafosforinan-2- 437,82
(PA1002-racemato) L Oy1 . ; . .
NZ N A illmetoxipropil}adenina
P~ o
cl
D,m
. ) NH: ¥ (2R)-9-12-[(4S)-4-(3,5-diclorofenil)-2-
FA‘ZTS&SZ;?:;?S)V 08 N)\IN\> o { oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2- 472,26
L N OF§ /> illmetoxipropil}adenina
N (i e
@/CI
. . NH; \ (2R)-9-{2-[(2R, 4S)-4-(3-clorofenil)-2-
Ejemplo Comparativo 9 { oxo-1,3,2-dioxafosforinan-2- 423,79

Notas: a menos que se especifique de otra manera, PA1010 usado en el presente documento es PA1010-cis y
PA1007 usado en el presente documento es PA1010-cis.

Ejemplo 11 Evaluacion de moléculas activas formadas por metabolismo in vitro con enzima CYP3A4

Método de medicién

La evaluacioén se realizé determinando la eficiencia del metabolismo de 0,1 yM de profarmacos a moléculas activas
(PMPA o PMEA) en presencia de 1 mg/ml de una enzima CYP3A4 humana recombinante (CYPEX). La reaccion
enzimatica se llevé a cabo en 500 pl de una solucién tampon Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) y el sistema de reaccion contenia
ademas 5 mM de cloruro magnésico y 1 mM de NADPH. La mezcla de reaccién se incub6 en un bafio de agua con
agitacion a temperatura constante a 37 °C y se tomaron muestras después de 0, 7, 17, 30 minutos, respectivamente,
y la reaccion se termind afiadiendo metanol 1,5 veces el volumen de la mezcla de reaccidon. Las muestras se
centrifugaron a una velocidad maxima de 13.600 rpm durante 20 minutos usando una centrifuga de mesa Eppendorf.
El sobrenadante se recogio y se secé con un evaporador de nitrogeno y luego se redisolvié con la fase mévil A (una
solucion acuosa que contiene 5 mM de acetato de amonio y 0,05 % en volumen de acido formico). La solucion

resultante se analizé usando CL-EM/EM (Waters, columna Acquity UPLC HSS T3).

Tabla 2 Cantidad de moléculas activas derivadas de metabolismo in vitro con la enzima CYP3A4

Numero de compuesto

Configuracion

(%) (30 min)

Produccién de moléculas activas/concentracion inicial

1 Racemato configuracion S 4,00
2 Racemato configuracion S 13,29
3 Racemato configuracion S 3,57

17




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 880 391 T3

(continuacion)

NGmero de compuesto Configuracién Produccion de moIéCL;Ias activgs/concentracién inicial
(%) (30 min)

4 Racemato configuracion S 5,58
5 Racemato configuracion S 2,72

6-cis Configuracion S-cis 27,36
7 Racemato configuracion S 8,67
8 Racemato configuracion S 1,01
9 Configuracion S-cis 17,37

Analisis de resultados: Los Compuestos 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 8 tienen cada uno una estructura de racemato de
configuracion Sy los compuestos 6 y 9 tienen cada uno una estructura de configuraciéon S-cis. Los resultados del
metabolismo enzimatico durante 30 minutos se muestran en la Tabla 2 y los resultados dinamicos del metabolismo
enzimatico se mostraron en las Figuras 2 y 3. Como se muestra en la Tabla 2, en las estructuras de racemato de
configuracion S, la relacion de compuesto 2 metabolizado a metabolitos activos PMPA fue la mas alta (13,29 %) y
aquellas de los compuestos 7 y 8 en los Ejemplos comparativos 7 y 8 fueron el 8,67 % y el 1,01 %, respectivamente.

El compuesto 2 se resolvié para producir un compuesto en configuracion S-cis (compuesto 6-cis) con una relacion de
metabolismo del 27,36 %, que tenia una relacion de metabolismo mas alta que la de su correspondiente racemato de
configuracion S (compuesto 2).

Puede verse a partir de los resultados anteriores que la relaciéon de metabolismo del compuesto 2 de la presente
invencion fue aproximadamente el 50 %-1300 % mayor que la de compuestos de otras estructuras. La actividad del
compuesto 2 (con diferentes halégenos de Cl y F en las posiciones 3 y 5) de la presente invencion fue
aproximadamente 13 veces mas alta que la del compuesto 8, cuyas posiciones 3 y 5 eran ambas Cl.

El compuesto 2 con la mejor actividad se resolvio para producir un producto cis de compuesto 6-cis y se compard con
el compuesto Pradefovir del mismo tipo (compuesto 9, configuracion S-cis) que se ha usado actualmente para la
investigacion clinica, la actividad del compuesto 6-cis de la presente invencion fue todavia el 57,5 % mas alta.

Ejemplo 12 Evaluacion de la formaciéon de moléculas activas a partir de metabolismo in vitro con microsomas
hepaticos humanos

Método de medicién

Los microsomas de higado humano usados en el presente documento se adquirieron de In Vitro Technologies (IVT)
Inc., Lote N.°: SSP X008070, un microsoma de higado mixto extraido de los tejidos del higado de 150 donantes. La
actividad metabdlica de CYP3A4 en los microsomas hepaticos de este lote se registrd en la descripcion del producto
como 1,734 nmol/mg/min (una tasa de metabolizacion de testosterona en 6-B-testosterona). Los compuestos de
prueba se sintetizaron por Zhejiang Paloalto Pharmaceutical Technology Co., Ltd. y se disolvié en metanol para
producir una solucién madre 25 mM. La reaccion enzimatica se llevé a cabo en 100 pl de una solucion de reaccion
(Tris-HCI 100 mM, MgCl, 5 mM, pH 7,4) a una concentracion de compuesto de prueba de 25 pyM y una concentracion
de microsoma de higado humano de 2 mg/ml, y se afiadi6 NADPH para iniciar la reaccién (con una concentracion final
de 2 mM). Después de que la reaccion se realizé en un bafio de agua con agitacion a temperatura constante durante
5 minutos, se anadié rapidamente acetonitrilo para terminar la reaccién a 1,5 veces el volumen de la mezcla de
reaccion. Las muestras recogidas se centrifugaron a una velocidad maxima de 13.600 rpm durante 20 minutos usando
una centrifuga de mesa Eppendorf. El sobrenadante se recogid y se secé con un evaporador de nitrégeno y después
se redisolvié con la fase movil A, que era una solucién acuosa que contenia acetato de amonio 5 mM y acido férmico
al 0,05 % en volumen. La solucién resultante se sometio a analisis cuantitativo usando CL-EM/EM (Waters, columna
Acquity UPLC HSS T3).

Tabla 3 Tasas metabdlicas de los compuestos de prueba en PMPA o PMEA con microsomas de higado humano in

vitro
. ) L Tasa promedio de produccion de PMPA en 5 minutos
Numero de compuesto Configuracion ;
pmol/min/mg HLM
1 Racemato configuracion S 33,8
2 Racemato configuracion S 46,8
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(continuacion)

Numero de compuesto Configuracion Tasa promedio de produgcién de PMPA en 5 minutos
pmol/min/mg HLM
3 Racemato configuracion S 22,2
4 Racemato configuracion S 48,8
4-cis Configuracion S-cis 170
6-cis Configuracion S-cis 75,8
7 Racemato configuracion S 27,5
9 Configuracion S-cis 20,4
Notas: HLM es la abreviatura de microsomas de higado humano.

Analisis de resultados: Los compuestos 1, 2, 3, 4 y 7 tienen cada uno una estructura de racemato en configuracion
S y los compuestos 4-cis, 6-cis y 9-cis cada uno tiene una estructura de configuraciéon S-cis. Las tasas medias de
produccién de PMPA o PMEA en 5 minutos a partir del metabolismo del microsoma hepatico humano se muestran en
la Tabla 3.

Puede verse en la Tabla 3 que en los compuestos de una estructura de racemato de configuracion S, los compuestos
2y 4 se metabolizaron a la molécula activa PMPA a las tasas mas altas de 46,8 pmol/min/mg HLM y 48,8 pmol/min/mg
HLM, respectivamente.

El compuesto 2 se resolvié para producir un compuesto en configuracion S-cis (compuesto 6-cis), de los cuales la tasa
metabdlica para formar PMPA fue de 75,8 pmol/min/mg HLM, y la tasa fue mayor que la de su correspondiente
racemato en configuracion S (compuesto 2).

El compuesto 4 se resolvio para producir un compuesto en configuracion S-cis (compuesto 4-cis), de los cuales la tasa
metabdlica para formar PMPA fue de 170 pmol/min/mg HLM, y la tasa fue mayor que la de su correspondiente
racemato en configuracion S (compuesto 4).

Como se muestra en los resultados anteriores, los compuestos 2 y 4 de la presente invencidon mostraron una mejor
conversion a la molécula metabdlica activa PMPA que otros compuestos de otras estructuras con la catalisis de
microsomas hepaticos humanos. Los compuestos 2 y 4 se resolvieron para producir productos cis, es decir, compuesto
6-cis y compuesto 4-cis. Los compuestos en configuracion S-cis obtenidos mediante la resolucién mostraron una mejor
eficiencia metabdlica para formar la molécula activa en comparaciéon con el compuesto Pradefovir del mismo tipo
(compuesto 9, configuracion S-cis) que se ha usado actualmente en la investigacion clinica, y la eficiencia metabodlica
de compuestos 4-cis fue significativamente superior a la del compuesto 6-cis. Especificamente, la tasa metabdlica del
compuesto 4-cis para formar PMPA fue 2,2 veces mayor que el del compuesto 6-cis y 8,3 veces mayor que el del
compuesto 9 para formar PMEA.

Los resultados anteriores demostraron que el compuesto 4 del cual las posiciones 5 y 2 del resto del anillo de benceno
estaban sustituidas con Cl y F, respectivamente, y el compuesto 2 en el que 5 y 3 posiciones del resto del anillo de
benceno se sustituyeron con F y CI, respectivamente, tenia una actividad metabdlica superior a otros compuestos,
que indicé que el compuesto con su anillo de benceno sustituido asimétricamente con halégenos en las posiciones 3
y 5 0 en las posiciones 2 y 5 mejoré la velocidad de activacion de los compuestos de administracion especificos del
higado con la accién de los microsomas hepaticos humanos.

Ejemplo 13 Experimento de un compuesto de administracion especifico para el higado
1. Método
1.1 Experimento en animales

Las ratas SD macho que pesaban 180-300 g fueron proporcionadas por Shanghai Sippr-BK Laboratory Animals Co.,
Ltd. Los animales machos se adaptaron al medio ambiente durante mas de 3 dias y se mantuvieron en ayunas durante
12 horas pero sin privacion de agua la noche anterior al experimento. PA1010 (compuesto 4-cis), PA1007 (compuesto
6-cis), TAF y TDF se disolvieron respectivamente en una solucidon salina normal para preparar sus soluciones
correspondientes. Antes de la administracion, se comprobé si el peso corporal del animal cumplia los requisitos
experimentales. Se seleccionaron 12 ratas para el agrupamiento, 2 ratas en cada grupo, y se les administré por via
intragastrica una solucion de farmaco a 30 mg/kg. Las ratas se sacrificaron con gas diéxido de carbono a las 0,5, 1, 3,
6, 12 y 24 h, respectivamente. Se recogieron muestras de sangre del corazén y se almacenaron en un tubo de
anticoagulacion con heparina. Después las muestras se centrifugaron a 4 °C y 6.000 rpm durante 5 minutos y el
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sobrenadante de plasma se almacené en hielo. Se recogieron los tejidos de rifidon e higado de las ratas y se enjuagaron
con solucién salina normal preenfriada a 4 °C y después se almacenaron en hielo después de drenar el agua. Después
del experimento, las muestras se almacenaron a -80 °C en un refrigerador.

1.2 Determinacion del metabolito monofosfato tenofovir (PMPA) de PA1010, PA1007, TAF y TDF en muestras
bioldgicas

Pretratamiento de la muestra

Los tejidos de rifion e higado se rompieron y se mezclaron a fondo en solucion salina normal 5 veces el volumen de
los tejidos de rifién e higado para obtener una muestra de homogeneizado de tejido. Se mezclaron uniformemente
100 pl de la muestra de homogeneizado de tejido o plasma de rata con 100 ul de precipitante de acido tricloroacético
al 10 % que contenia 50 ng/ml de adefovir (patron interno) y el disolvente del mismo se preparé con metanol y
acetonitrilo en una proporcion de volumen de 50:50. La mezcla se centrifugd a 4 °C y 6000 rpm durante 5 minutos, y
todo el sobrenadante se traté con una placa de microextraccion SPE (Placa MCX pElution 30 pm, Waters). Finalmente,
la placa de microextraccion se eluy6 con una solucién de metanol que contenia amoniaco al 5 % y se transfirieron
75 ul del eluyente obtenido a una placa de muestra de 384 pocillos para su analisis con un volumen de inyeccion de

1l
Condiciones de cromatografia de gases-espectrometria de masas

Se us6 CL-EM/EM-AJ (Triple Quad 5500, AB SCIEX) para el analisis de muestras. Las condiciones cromatograficas
se mostraron como sigue: columna cromatografica: Acquity UPLC HSS T3 (2,1x50 mm, 1,8 pm); temperatura de la
columna: 40 °C; caudal: 0,5 ml/min; fase mévil A: solucion acuosa de acido férmico al 0,1 % y fase mévil B: una
solucién de acetonitrilo. La muestra se separé mediante elucién en gradiente y el programa se muestra en la Tabla 4.
Las condiciones de espectrometria de masas correspondientes al patron interno se muestran a continuacion:
ionizacion por electropulverizacion (ESI): modo de ion positivo; par de iones m/z monitorizado por monitorizacion de
reaccion multiple (MRM): 288/176 (PMPA), 274/162 (PMEA); voltaje capilar: 3,0 kV; temperatura: 500 °C; flujo de gas
de desolvatacion: 1000 I/h; tiempo de barrido: 0,025 segundos; y energia de colision: 25 V.

Tabla 4 Condiciones de elucién de gradiente de CL de PMPA

Tiempo (min) Fase movil B (%)
0 1
1,1 10
1,5 80
25 1

1.3 Andlisis de datos

Se representaron graficos de barras de la concentracion de PMPA en plasma, higado y rifién respectivamente
correspondientes al tiempo. El area (AUCO-t) bajo la curva de concentracion tisular-tiempo de PMPA se ajusté usando
el método trapezoidal log-lineal en un modelo no compartimental de WinNonLin 6.2.1 (Pharsight, CA). Las relaciones
de higado arifion y de higado a plasma de PMPA se obtuvieron calculando la proporcion de su correspondiente AUCO-
t.

2. Resultados

Después de que a las ratas se les administré por via intragastrica la solucion de farmaco de 30 mg/kg, los resultados
de la distribucion en los tejidos hepaticos indicaron que el nivel de PMPA de la molécula activa liberado a través del
metabolismo de PA1010 fue significativamente mayor que el liberado a través del metabolismo de TAF y TDF en los
puntos de tiempo correspondientes (p < 0,01, Figuras 4, 6 y 7). El area bajo la curva de concentracion de farmaco-
tiempo se ajustd usando WinNonLin 6.2.1. Con referencia a la Tabla 5, se compararon los niveles de exposicion de
PMPA en el higado liberados por cada farmaco de prueba: PA1010 > TAF > PA1007 > TDF y el nivel de exposicion
de PMPA en el higado liberado por PA1010 fue 1,5 y 2,9 veces mayor que el liberado por TAF (222692 h-ng/g a
148407 h-ng/g) y TDF (222692 h-ng/g a 78050 h-ng/g), respectivamente. Los resultados indicaron que para lograr la
misma efectividad clinica, PA1010 puede usarse en una dosis mas baja en comparacion con TDF y TAF. Ademas, los
niveles de exposicion de PMPA en el rifién in vivo producidos a partir de PA1010 y PA1007 fueron significativamente
mas bajos que los liberados por TAF y TDF (Tabla 5). En resumen, PA1010 y PA1007 exhibieron una mayor proporcién
de higado a rifion que TAF y TDF a la misma dosis (Figuras 4-7 y Tabla 5). La nefrotoxicidad clinica estuvo provocada
principalmente por el enriquecimiento de PMPA liberado de TDF y TAF en el rifién, que indicé que a la misma dosis,
PA1010 y PA1007 pueden aliviar significativamente la nefrotoxicidad clinica provocada por TDF y TAF.
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Tabla 5 Exposicién (area bajo la curva concentracion-tiempo (AUCO-t)(h*ng/g)) de la molécula activa (PMPA)
liberada de metabolismo in vivo en plasma, higado y rifidn después de administrar a las ratas 30 mg/kg de PA1010,
PA1007, TAF y TDF, respectivamente

PA1010 PA1007 TAF TDF
Higado 222692 76075 148407 78050
Rifén 234298 65393 297233 319562
Plasma 4332 1272 4892 3097
Relacién higado-rifion 1,0 1,2 0,5 0,2
Relacién higado-plasma 51,4 59,8 30,3 25,2

Los resultados anteriores indicaron que debido a una actividad mas alta y administracion especifica hepatica, el
compuesto de formula (1) o (lll) de la presente invencién puede usarse para el tratamiento a una dosis menor. Por lo
tanto, los compuestos de la presente invencién tuvieron una seguridad mas alta o menores efectos toxicos y
secundarios, mejorando de esta manera en gran medida el indice terapéutico clinico de PMPA.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la siguiente formula estructural en configuracion S-cis, una sal farmacéuticamente aceptable, un
hidrato o un solvato del mismo

2. Una composicion farmacéutica, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la
reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable, un hidrato o un solvato del mismo y un adyuvante, un diluyente
o un vehiculo farmacéuticamente aceptables.

3. El compuesto de la reivindicacién 1, una sal farmacéuticamente aceptable, un hidrato o un solvato del mismo, o la
composicion farmacéutica de la reivindicacion 2 para su uso en el tratamiento de una enfermedad aguda o crénica
asociada a una infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB), por el virus de la hepatitis D (VHD) o el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).

4. El compuesto o la composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por
que la enfermedad aguda o crénica asociada a la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis
D (VHD) o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se selecciona del grupo que consiste en hepatitis B, hepatitis
D o sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
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