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DESCRIPCION

Forma cristalina A de (2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina) como agonista de
TLR7, método de preparacion y uso de la misma

Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de la quimica medicinal y, en particular, se refiere a la forma cristalina A de
un agonista de TLR7 (2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina), a un proceso de
preparacién de la misma, a una composicion cristalina que comprende la forma cristalina A, a una composicién
farmacéutica que comprende la forma cristalina A o la composicion cristalina y uso de las mismas.

Antecedentes

El receptor de tipo Toll es expresado por diversas células inmunitarias y reconoce motivos estructurales altamente
reservados: Patron Molecular Asociado a Patogeno (PAMP, por sus siglas en inglés) expresado por microorganismos
patégenos o Patrones Moleculares Asociados a Dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) liberados por células muertas.
PAMP o DAMP estimulan el receptor similar a Toll para desencadenar la cascada de sefiales que induce la activacién
de factores de transcripcion como AP-1, NF-kB y reguladores de interferon (funcién de respuesta a pulsos). Da como
resultado diversas respuestas celulares, incluyendo la produccion de interferones, citocinas proinflamatorias y
citocinas efectoras, por lo que se produce una respuesta inmunitaria. Con mucho, se han descubierto 13 tipos de
receptores de tipo Toll en mamiferos. Los receptores de tipo Toll 1, 2, 4, 5y 6 se expresan principalmente sobre la
superficie celular mientras que los receptores de tipo Toll 3, 7, 8 y 9 se expresan en el endosoma. Diferentes receptores
de tipo Toll reconocen ligandos derivados de diferentes patogenos. El receptor de tipo Toll 7 (TLR7) es expresado
principalmente por las células dendriticas plasmacitoides (pDC) y se reconoce a través de ligando para inducir la
secrecion de interferon a (IFN-a). El receptor de tipo Toll 7 (TLR7) y el receptor de tipo Toll 8 (TLR8) son altamente
homologos y, por tanto, el ligando de TLR7 en la mayoria de los casos es también el de TLR8. La estimulacién de
TLR8 induce principalmente la produccién de citocinas de tipo factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y quimioatrayente.
El interferon a es uno de los medicamentos para tratar la hepatitis B o la hepatitis C crénicas, mientras que el TNF-a
es una citocina proinflamatoria, cuya sobresecrecion dara como resultado efectos secundarios graves.

Se han publicado varios agonistas de TLR7, como imiquimod (British Journal of Dermatology 2003; 149 (Supl. 66): 5-
8), resiquimod (Antiviral Research 64 (2004) 79-83), GS-9620 (Gastroenterology (2013), 144(7), 1508-1517). No
obstante, es deseable tener agonistas de TLR7 novedosos con mejor selectividad, actividad y seguridad.

El documento W02016/023511 (correspondiente al documento EP 3190113) desvela una molécula pequefia, es decir,
2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina, que tiene la siguiente estructura:

NH
2 H
NX—N
P

/\/\OJI\N O
N

Sumario

En un aspecto, se proporciona la forma cristalina A del compuesto de férmula I:

NH,
H
N XN
| Y
0

I

La forma cristalina A se caracteriza por un patréon de difraccion de rayos X de polvo (DRXP) que tiene picos de
difraccién a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 19,7° £ 0,2°, 23,7° £ 0,2°, 24,1° £ 0,2°.

En otro aspecto, se proporciona un proceso para preparar forma cristalina A del compuesto de féormula I, que
comprende las siguientes etapas:
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1) disolver el compuesto de féormula | en un disolvente de cristalizacion, que preferentemente se calienta para
promover la disolucién; y
2) enfriar para la cristalizacion, filtrar, lavar y secar para obtener la forma cristalina A.

En otro aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica, que comprende la forma cristalina A o la composicién
cristalina de la misma de acuerdo con la invencién. La composiciéon farmacéutica puede comprender ademas,
opcionalmente, un vehiculo, excipiente y/o medio farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, se proporciona un método para tratar o prevenir enfermedades asociadas al receptor de tipo Toll 7
(TLR7), que comprende administrar a un sujeto que lo necesite la forma cristalina A o la composicién cristalina de la
misma o la composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién en una cantidad eficaz. Preferentemente, la
enfermedad es una infeccion virica.

En un aspecto adicional, se proporciona un uso de la forma cristalina A o la composicion cristalina de la misma o la
composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion para la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir
enfermedades asociadas al receptor de tipo Toll 7 (TLR7). Preferentemente, la enfermedad es una infeccién virica.
En otro aspecto mas, se proporciona la forma cristalina A o la composicion cristalina de la misma o la composiciéon
farmacéutica de acuerdo con la invencion para su uso en el tratamiento o la prevencion de enfermedades asociadas
al receptor de tipo Toll 7 (TLR7). Preferentemente, la enfermedad es una infeccion virica.

En una realizacién de la invencién, la infeccién virica es una infeccion con el virus de la hepatitis, en particular una
infeccion con el virus de la hepatitis B o la hepatitis C.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Patrén de DRXP de la forma cristalina A del compuesto de formula I.
Figura 2: Diagrama de celda unitaria de la forma cristalina A del compuesto de férmula I.
Figura 3: Patrén de CDB de la forma cristalina A del compuesto de formula I.

Descripcion detallada

Definicién y terminologia general

A menos que se indique lo contrario, los términos y frases utilizados en el presente documento tienen el siguiente
significado. No se considerara que un término o una frase especificos son poco claros o indefinidos cuando no se
definan especificamente. Deben comprenderse de acuerdo con el significado general. EI nombre comercial utilizado
en el presente documento se refiere al producto correspondiente o al principio activo.

A menos que se defina especificamente de otro modo, una proporcién (incluyendo el porcentaje) o una parte se
calculan basandose en el peso del presente documento.

Cuando se usa con una variable numérica, el término "aproximado" o "aproximadamente" se refiere por lo general al
valor de la variable y a todos los valores de la variable dentro del error experimental (por ejemplo, dentro de un intervalo
de confianza promedio del 95 %) o dentro del £ 10 % del valor especificado, o un intervalo mas amplio.

La expresién "comprender" o sus sindnimos "contener", "incluir", "tener" o similares es abierto, que no excluye otros
elementos, etapas o ingredientes no enumerados. La expresion "consistir en" excluye cualesquier elementos, etapas
o ingredientes no enumerados. La expresion "consistir sustancialmente en" se refiere a elementos, etapas o
ingredientes especificos dentro de un intervalo dado, junto con elementos, etapas o componentes opcionales que no
afectan sustancialmente a la caracteristica basica y novedosa de la materia objeto reivindicada. Debe comprenderse
que la expresién "comprender" abarca las expresiones "consistir sustancialmente en" y "consistir en".

El término "opcional" u "opcionalmente" significa que el acontecimiento que se describe posteriormente al mismo
puede o no suceder. Este término abarca los casos en los que el evento puede o no suceder.

La expresion "composicién farmacéutica”" se refiere a un principio activo, que se combina opcionalmente con uno o
mas componentes farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, pero sin limitacion. un vehiculo y/o excipiente). El
principio activo se ejemplifica como el compuesto de formula | o una sal del mismo, la forma cristalina de acuerdo con
la invencién, o la composicién cristalina de acuerdo con la invencion.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a los vehiculos que no presentan una irritacion
significativa y no alteran la bioactividad y las propiedades del compuesto activo. El "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" se refiere a una sustancia inerte que se administra con el principio activo y que es beneficiosa para la
administracion del mismo, y comprende, pero sin limitacion, cualesquiera de las siguientes sustancias aprobadas por
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la Administracion Estatal de Alimentos y Farmacos para su uso en seres humanos o animales (por ejemplo, ganado):
agente de deslizamiento, agente edulcorante, diluyente, conservante, tinte/colorante, agente aromatizante,
tensioactivo, agente humectante, dispersante, disgregante, agente de suspension, agente estabilizante, agente
isoténico, disolvente o agente emulsionante. Los ejemplos no limitantes de los vehiculos comprenden carbonato de
calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y almidones, derivado de celulosa, gelatina, aceite vegetal y polietilenglicol
o similares. Puede encontrarse otra informacién con respecto a los vehiculos en Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 212 Ed., Lippincott, Williams & Wilkins (2005), cuyo contenido se incorpora en el presente documento
por referencia. El término "excipiente" generalmente se refiere al vehiculo, diluyente y/o medio utilizados para formular
una composicion farmacéutica eficaz.

El término "administraciéon" o "administrar" o similar se refiere a un método que permite suministrar un compuesto o
composicidn a un sitio de accion biolégica deseado. Dichos métodos comprenden, pero sin limitacién, la administracion
oral, parenteral (incluyendo intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, por inyeccion o infusion
intravascular), local, rectal o similar.

En cuanto al agente activo farmacéutico o farmacologico, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad del
medicamento o agente que no es toxica pero que es suficiente para conseguir el efecto deseado. Con respecto a la
formulacion oral del presente documento, la "cantidad eficaz" para una sustancia activa en la composicion se refiere
a la cantidad necesaria para conseguir el efecto deseado en combinacion con otra sustancia activa en la composicion.
La cantidad eficaz puede determinarse individualmente y depende de la edad y el estado general del receptor, asi
como de la sustancia activa especifica. La cantidad eficaz en un caso especifico puede ser determinada por un experto
en la materia a través de un ensayo convencional.

Las expresiones "principio activo", "agente terapéutico”, "sustancia activa" o "agente activo" se refieren a una entidad
quimica util para el tratamiento o la prevencion de un trastorno, enfermedad o afeccion objetivo eficazmente. El término
del presente documento puede referirse, por ejemplo, al compuesto de formula | o a una sal del mismo, la forma
cristalina de acuerdo con la invencién o la composicion cristalina de acuerdo con la invencién.

En espectros de difraccion de rayos X de polvo (DRXP o DRX), el patrén de difraccion obtenido a partir del compuesto
cristalino es generalmente caracteristico para una forma cristalina particular en la que las intensidades relativas de las
bandas (especialmente a angulos bajos) pueden variar con el efecto de orientacién dominante debido a la diferencia
de las condiciones de cristalizacion, los diametros de particula y otras condiciones de medicion. Por tanto, las
intensidades relativas de los picos de difraccion no son caracteristicas para la forma cristalina dada. Es mas importante
observar las posiciones relativas de los picos en lugar de sus intensidades relativas cuando se determina si la forma
cristalina es la misma que la conocida en la técnica. Asimismo, puede haber ligeros errores en la posicion de los picos
para cualquier forma cristalina dada, lo que también es bien sabido en la técnica de la cristalografia. Por ejemplo, la
posicion del pico puede desplazarse debido al cambio de temperatura, al movimiento de la muestra o a la calibracién
del instrumento durante el analisis de la muestra; y el error de medicion del valor de 26 puede ser en ocasiones de
aproximadamente + 0,2°, normalmente de aproximadamente + 0,1°. Por tanto, este error debe tenerse en cuenta
cuando se determina la estructura cristalina. Si las formas cristalinas de acuerdo con la invencion se describen
sustancialmente como se muestra en la figura, el término "sustancialmente" también tiene por objeto abarcar dichas
diferencias en el pico de difraccion.

En el patrén de DRXP, la posicién del pico por lo general se representa por el angulo 26 o la distancia de la superficie
del cristal d y una conversion simple entre d y 8 es d = A/2sin6, donde d representa la distancia de la superficie del
cristal, A representa la longitud de onda de los rayos X incidentes y 6 es el angulo de difraccién. En cuanto a la misma
forma cristalina del mismo compuesto, las posiciones de pico del patron de DRXP son similares en su conjunto y el
error de intensidad relativa puede ser grande. Cabe sefalar también que, en la identificacion de una mezcla, algunas
lineas de difraccién pueden perderse debido a factores como la disminucion del contenido, etc. y, por tanto, no es
necesario basarse en todas las bandas observadas en la muestra de alta pureza e incluso una banda puede ser
caracteristica para un cristal dado.

En la presente invencion, el patrén de difraccion de los rayos X de polvo se determina de la siguiente manera: aparato:
difractometro de rayos X Bruker D8 ADVANCE; método: objetivo: Cu: K-Alfa; longitud de onda A = 1,54179 A; tension:
40 kV; corriente: 40 mA; intervalo de barrido: 4-40°; velocidad de rotacion de la muestra: 15 rpm; velocidad de barrido:
10°/min.

Se usa calorimetria diferencial de barrido (CDB) para medir la temperatura de transicion cuando un cristal absorbe o
libera calor debido a cambios en su estructura cristalina o a la fusion cristalina. El error de la temperatura de transicion
térmica y del punto de fusion esta normalmente dentro de aproximadamente 5 °C, por lo general aproximadamente
3 °C para la misma forma cristalina del mismo compuesto en un analisis continuo. Cuando un compuesto se describe
como si tuviera un pico de CDB o punto de fusién dados, significa el pico de CDB o el punto de fusion + 5 °C. Se
proporciona un método auxiliar mediante CDB para identificar diferentes formas cristalinas. Pueden identificarse
diferentes formas cristalinas de acuerdo con sus diferentes caracteristicas de temperatura de transicion. Se observa
que el pico de CDB o el punto de fusiéon de la mezcla puede variar en un intervalo amplio. Asimismo, la temperatura
de fusion se asocia a la tasa de aumento de la temperatura debido a la descomposiciéon durante la fusion de la
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sustancia.

La calorimetria diferencial de barrido (CDB) del presente documento se mide mediante el siguiente método: aparato:
calorimetro de barrido diferencial TA Q2000; método: una muestra (~1 mg) se coloca en un recipiente de aluminio de
CDB, método: 25 °C~300 °C, velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

La forma cristalina de acuerdo con la invencién también puede caracterizarse mediante parametros de celda. Dichos
parametros pueden determinarse mediante un analisis cristalografico de rayos X monocristalino. Por ejemplo, la
informacién detallada de los parametros de celda puede encontrarse en el Capitulo 3 de Stout y Jensen, X-Ray
structure Determination: A Practical Guide, MacMillian Co., Nueva York, N.Y. (1968).

Los parametros de celda del presente documento se determinan mediante el siguiente método: Difractémetro: Rigaku
MicroMax-007HF; Longitud de onda: 1,54178A; Temperatura: 296 K.

La expresion "composicion cristalina” se refiere a una forma soélida, que comprenden la forma cristalina A de acuerdo
con la invencion. Las cantidades de la forma cristalina A contenidas en la composicién cristalina pueden ser del 50 %
o mas, del 80 % o mas, del 90 % o mas, o del 95 % o mas. Ademas de la forma cristalina de acuerdo con la invencion,
la composicion cristalina también puede comprender opcionalmente otra forma cristalina o amorfa del compuesto de
férmula | o la sal del mismo o las impurezas distintas de estas sustancias. Los expertos en la materia deben
comprender que la suma del contenido de los componentes de la composicion cristalina debe ser del 100 %.

Forma cristalina A

Se proporciona la forma cristalina A del compuesto de formula |, que tiene picos de difraccion a 26 = 5,5°, 10,1°, 13,8°,
19,7°, 23,7°, 24,1° £ 0,2° en un patrén de difraccion de rayos X de polvo (DRXP).

En una realizacion especifica, la forma cristalina A tiene picos de difraccion a 26 = 5,5°, 10,1°, 13,8°, 16,4°, 19,7°,
23,7°,24,1°,27,9° + 0,2° en un patrén de difraccion de rayos X de polvo (DRXP).

En una realizacién mas especifica, la forma cristalina A tiene picos de difracciéon a 26 = 5,5°, 10,1°, 13,8°, 16,4°, 17,9°,
19,0°, 19,7°, 20,3°, 21,8°, 22,1°, 23,7°, 24,1°, 25,5°, 27,9°, 32,9°, 34,0° £ 0,2° en un patrén de difraccion de rayos X
de polvo (DRXP).

En una realizacién particular, los picos de difraccion de la forma cristalina A del compuesto de formula | se caracterizan
de la siguiente manera:

Numero | 26 £ 0,2(°) | Intensidad relativa (%) | Numero | 26 + 0,2(°) | Intensidad relativa (%)
1 55 100,0 12 21,0 43
2 10,1 52,4 13 21,8 6,6
3 10,8 4,2 14 22,1 6,4
4 13,8 35,8 15 23,7 37,1
5 14,9 2,7 16 241 17,4
6 16,4 12,2 17 25,5 9,9
7 17,9 6,1 18 27,3 4,3
8 18,6 2,6 19 27,9 13,4
9 19,0 8,2 20 28,6 3.1
10 19,7 20,1 21 32,9 51
11 20,3 9,2 22 34,0 5,3

En una realizacion, el patrén de difraccion de rayos X de polvo de la forma cristalina A del compuesto de formula | se
muestra sustancialmente en la Figura 1.

En otra realizacion, la forma cristalina A del compuesto de formula | tiene los siguientes parametros de celda (como
se muestra en la Figura 2):

a=16,560 (3) A
b=10,426 (2) A
c=12,203 (2) A
a=90°

B =98,54(3)°

y =90°

Grupos espaciales: P21/c
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Z=4

La forma cristalina A también puede caracterizarse mediante CDB, con una temperatura inicial de 199,0 °C y una
temperatura maxima de 200,4 °C.

En una realizacion, el patrén de CDB de la forma cristalina A del compuesto de férmula | se muestra en la Figura 3.

Proceso de preparaciéon

Se proporciona también un proceso para preparar la forma cristalina A del compuesto de formula I, que comprende
precipitar la forma cristalina A del compuesto de formula | en un disolvente.

En una realizacién, el proceso comprende las siguientes etapas:

1) disolver el compuesto de férmula | en un disolvente de cristalizaciéon, que preferentemente se calienta para
promover la disolucion; y
2) enfriar para la cristalizacion, filtrar, lavar y secar para obtener la forma cristalina A.

En la etapa 1), el disolvente de cristalizacion se selecciona entre el grupo que consiste en metanol, etanol, propanol,
isopropanol, n-butanol, isobutanol, butanol terciario, acetona, acetato de etilo, agua y disolvente mixto de los mismos;
preferentemente etanol.

En la etapa 1), la cantidad de disolvente de cristalizacién afiadido por 1 g del compuesto de férmula | es de 2 a 10 ml,
preferentemente de 4 a 8 ml, mas preferentemente de 5a 7 ml.

En la etapa 1), se usa calentamiento para formar un sistema homogéneo del compuesto de férmula | y el disolvente
de cristalizacién. La temperatura de calentamiento puede ser de 40 °C a 90 °C, preferentemente de 50 a 80 °C, mas
preferentemente de 70 °C a 80 °C.

Se proporciona también una composicioén cristalina, que comprende la forma cristalina A del compuesto de férmula I.
En una realizacion, basandose en el peso de la composicion cristalina, el contenido de la forma cristalina A es del
50 % o mas, preferentemente del 80 % o mas, mas preferentemente del 90 % o mas y mucho mas preferentemente
del 95 % o mas. La composicion cristalina, ademas de la forma cristalina A, también puede comprender el compuesto
de formula | o una sal del mismo en otras formas cristalinas 0 amorfas, o impurezas distintas de estas sustancias.

Composicién farmacéutica y administracion

Se proporciona una composicion farmacéutica, que comprende la forma cristalina A del compuesto de férmula | o la
composicion cristalina de la misma en una cantidad eficaz. Ademas, la composicién farmacéutica también puede
comprender o no un vehiculo, excipiente y/o medio farmacéuticamente aceptables.

El compuesto de acuerdo con la invencion se administra en forma pura o en una forma de composicién farmacéutica
adecuada, que puede realizarse a través de cualquier modo de administracion aceptable del agente con un uso similar.
La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion puede prepararse combinando el compuesto de acuerdo
con la invencién o la sal del mismo con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, puede formularse en
una formulacién sélida, semisolida, liquida o gaseosa, tal como comprimido, pildora, capsula, polvo, granulo, pomada,
emulsion, suspension, solucién, supositorio, inyeccion, inhalador, gel, microesfera, aerosol o similares.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion puede prepararse mediante los procesos bien conocidos
en la técnica, tales como mezcla, disolucion, granulacion, recubrimiento de grageas, levigacion, emulsion, liofilizacion
o similares convencionales.

Las vias tipicas para la administracion del compuesto de acuerdo con la invencién o la composiciéon farmacéutica del
mismo comprenden, pero sin limitacién, la administracién oral, rectal, transmucosa, enteral o la administracion local,
transcutanea, inhalada, parenteral, sublingual, intravaginal, intranasal, intraocular, intraperitoneal, intramuscular,
subcuténea, intravenosa.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica es en una forma de administracion oral. En cuanto a la
administracion oral, los compuestos activos pueden mezclarse con los vehiculos, excipientes y/o medios
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica para preparar la composicion farmacéutica. Los vehiculos,
excipientes y medios pueden usarse para preparar los compuestos de acuerdo con la invencion en comprimido,
pildora, trocisco, gragea, capsula, liquido, gel, pasta, suspensién o similares utiles para la administracion oral al
paciente.

La composicion oral sélida puede prepararse mediante procesos convencionales de mezcla, llenado o compresién,
por ejemplo, mediante los siguientes procesos: mezclar el compuesto activo con excipientes sélidos, opcionalmente
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moler la mezcla resultante, afadir otros adyuvantes adecuados si es necesario y después procesar la mezcla en
granulos de manera que se obtenga el nucleo del comprimido o la gragea. Los excipientes adecuados comprenden,
pero sin limitacion, carga, tal como azucar, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparacion de celulosa
tal como celulosa microcristalina, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz y almidon de patata; y otras
sustancias, tales como gel de silice, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa
de sodio y/o polivinilpirrolidona; disgregante, tal como almidén de carboximetilo de sodio, croscarmelosa de sodio,
polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico. También puede usarse sal, tal como alginato de sodio. El nucleo
de la gragea puede recubrirse opcionalmente a través de procesos bien conocidos en la practica farmacéutica general,
especialmente mediante recubrimiento entérico.

Efectos beneficiosos

La forma cristalina A del compuesto de formula | de acuerdo con la invencién tiene las ventajas de una alta pureza,
una alta cristalinidad y una buena estabilidad. Por otra parte, el proceso de preparacion de la forma cristalina A de
acuerdo con la invencién es simple, el disolvente es barato y facil de obtener, la condicién de la forma cristalina es
suave y el proceso es adecuado para la produccion industrial.

Las soluciones técnicas de la invencion se ilustran de acuerdo con los siguientes parrafos [1] a [20]:

[1] Una forma cristalina A del compuesto de férmula |

NH, Y
NN
' Y,
A/\O)\N/
o

I

caracterizada por que tiene picos de difraccion a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 19,7° £ 0,2°, 23,7°
0,2°, 24,1° £ 0,2° en un patron de difraccion de rayos X de polvo.

[2] La forma cristalina A del compuesto de férmula | de acuerdo con el parrafo [1], caracterizada por que tiene picos
de difraccién a 26 = 5,5° £ 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° + 0,2°, 16,4° + 0,2°, 19,7° £ 0,2°, 23,7° £ 0,2°, 24,1° + 0,2°,
27,9° £ 0,2° en un patron de difraccion de rayos X de polvo.

[3] La forma cristalina A del compuesto de formula | de acuerdo con el parrafo [2], caracterizada por que tiene picos
de difraccién a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 16,4° £ 0,2°, 17,9° £ 0,2°, 19,0° £ 0,2°, 19,7° £ 0,2°,
20,3°+0,2°, 21,8° £ 0,2°, 22,1° £ 0,2°, 23,7° £ 0,2°, 24,1° £ 0,2°, 25,5° £ 0,2°, 27,9° £ 0,2°, 32,9° £ 0,2°, 34,0° £
0,2° en un patron de difracciéon de rayos X de polvo.

[4] La forma cristalina A de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[3], caracterizada por que, tiene un
patrén de difraccion de rayos X de polvo que se muestra sustancialmente en la Figura 1.

[5] La forma cristalina A de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[4], caracterizada por que, tiene los
siguientes parametros de celda:

a=16,560 (3) A
b=10,426 (2) A
c=12,203 (2) A

a=90°

B =98,54(3)°

y =90°

Grupos espaciales: P21/c
Z=4

[6] La forma cristalina A de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[5], caracterizada por que, cuando se
caracteriza mediante CDB, la temperatura inicial es de 199,0 °C £ 5 °C y la temperatura maxima es de 200,4 °C +
5°C.

[7]1 Un proceso para preparar la forma cristalina A de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[6], que
comprende las siguientes etapas:

1) disolver el compuesto de férmula | en un disolvente de cristalizacion, que preferentemente se calienta para
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promover la disolucion; y
2) enfriar para la cristalizacion, filtrar, lavar y secar para obtener la forma cristalina A.

[8] El proceso de preparacion de acuerdo con el parrafo [7], caracterizado por que el disolvente de cristalizacion
de la etapa 1) se selecciona entre el grupo que consiste en metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-butanol,
isobutanol, butanol terciario, acetona, acetato de etilo, agua y disolvente mixto de los mismos.

[9] El proceso de preparacion de acuerdo con el parrafo [8], caracterizado por que el disolvente de cristalizacion
es etanol.

[10] El proceso de preparacion de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [7]-[9], caracterizado por que, en la
etapa 1), la cantidad de disolvente de cristalizacién afiadido por 1 g del compuesto de formula | es de 2 a 10 ml.

[11] El proceso de preparaciéon de acuerdo con el parrafo [10], caracterizado por que la cantidad de disolvente de
cristalizacién afiadido por 1 g del compuesto de formula | es de 4 a 8 ml.

[12] El proceso de preparacion de acuerdo con el parrafo [11], caracterizado por que la cantidad de disolvente de
cristalizacion afadido por 1 g del compuesto de formulales de 5a 7 ml.

[13] El proceso de preparaciéon de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [7]-[12], caracterizado por que, en
la etapa 1), se usa calentamiento para formar un sistema homogéneo del compuesto de férmula | y el disolvente
de cristalizacion.

[14] El proceso de preparaciéon de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [7]-[13], caracterizado por que, en
la etapa 1), la temperatura de calentamiento puede ser de 40 °C a 90 °C.

[15] El proceso de preparacion de acuerdo con el parrafo [14], caracterizado por que, en la etapa 1), la temperatura
de calentamiento puede ser de 50 °C a 80 °C.

[16] El proceso de preparacion de acuerdo con el parrafo [15], caracterizado por que, en la etapa 1), la temperatura
de calentamiento puede ser de 70 °C a 80 °C.

[17] Una composicion cristalina, caracterizada por que, basandose en el peso de la composicién cristalina, la forma
cristalina A del compuesto de férmula | de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[6] es del 50 % o mas,
preferentemente del 80 % o mas, mas preferentemente del 90 % o mas y mucho mas preferentemente del 95 % o
mas.

[18] Una composicién farmacéutica, que comprende la forma cristalina A de acuerdo con uno cualquiera de los
parrafos [1]-[6] o la composicion cristalina de acuerdo con el parrafo [17] en una cantidad eficaz.

[19] Uso de la forma cristalina A del compuesto de formula | de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos [1]-[6]
o la composicion cristalina de acuerdo con el parrafo [17] o la composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo
[18] para la fabricacion de un medicamento para tratar enfermedades asociadas al receptor de tipo Toll 7 (TLR7).

[20] El uso de acuerdo con el parrafo [19], caracterizado por que la enfermedad es una infeccién virica,
particularmente la infeccién virica es la infeccién con el virus de la hepatitis, por ejemplo, la infeccion con el virus
de la hepatitis B o la hepatitis C.

Ejemplos

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas: SEM-CI: cloruro de 2-(trimetilsilil)etoximetilo; SEM: 2-
(trimetilsilil)etoximetilo; DIPEA: diisopropiletilamina; TFA: acido trifluoroacético; DMF: N,N-dimetilformamida; n-BuOH:
n-butanol; NHs-H20: amoniaco acuoso; Na: sodio; DRXP: difraccién de rayos X de polvo; CDB: andlisis térmico
diferencial.

Los disolventes utilizados en el presente documento estan disponibles en el mercado y pueden usarse sin purificacién
adicional. Las reacciones de sintesis en los ejemplos de preparacion se realizan generalmente en atmosfera de
nitrégeno inerte en disolvente anhidro. Los datos de la resonancia magnética de protones se recodifican en el
espectrometro Bruker Avance Il 400 (400 MHz), con el desplazamiento quimico que se muestra como (ppm) en el
campo bajo de tetrametilsilano. La espectrometria de masas se determina en Agilent 1200 plus 6110 (&1956A). CL/EM
o EM Shimadzu incluyen un DMD: SPD-M20A(CL) y el detector Shimadzu Micromass 2020. El espectrometro de
masas esta equipado con una ionizacion por electronebulizacion (IEN) que funciona en modo positivo o negativo.

Ejemplo de Preparacion 1:

Preparacion de 2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina
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Férmula lll:

2 4-dicloro-5-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina

cl Cl sem
\_N _SEM<CIDIPEA _ ’

N
)l\/ %
Cl N
II I

El compuesto de formula Il (2,4-dicloro-5H-pirrol[3,2-d]pirimidina) (4,00 kg, 21,28 mol) se disolvio en DMF (20,00 I) y
se afadio DIPEA (2,58 kg, 20,00 mol) en porciones a temperatura ambiente (25 °C) seguido de agitacion durante
30 min. El liquido de reaccion se enfrié a 0 °C con un bafio de hielo y después se anadio SEM-CI (4,00 kg, 24,00 mol)
gota a gota lentamente durante 5 h a una velocidad de goteo de 1 a 2 gotas por segundo. Después de la adicion, el
liquido de reaccion se agité a 0 °C durante 4 h. La reaccion se control6 mediante HPLC. Después de la finalizacion, el
liquido de reaccion se inactivé y se diluy6 con 70 | de agua y después se extrajo con acetato de etilo (15 1 x 3). La fase
organica combinada se lav6 sucesivamente con acido clorhidrico acuoso 1 M (5 | x 2) y salmuera saturada (7 1 x 2), y
el disolvente se retir6 mediante destilacién a presion reducida para proporcionar el compuesto de formula 111 (6,40 kg,
20,11 mol, rendimiento del 94,50 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8,24 - 8,35 (m, 1 H), 6,70 - 6,85 (m, 1 H), 5,77 (s, 2 H), 3,45 - 3,57 (m, 2 H), 0,74
- 0,86 (m, 2 H), 0,00 (s, 9 H).

\

z

/
z

Férmula IV:

2-cloro-5-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina

cl SEM O NH, SEM
I Y Y/
Cl)\N/ Cl)\ i
m \Y

El compuesto de férmula 11l (1,60 kg, 5,03 mol) se disolvié en isopropanol (1,60 I) en un autoclave de 10 |. Se afadio
amoniaco acuoso (4 |) a temperatura ambiente (25 °C) en una porcion y la mezcla de reaccion se agité a 95 °C durante
7 h. La reaccion se controlé mediante HPLC. Después de la finalizacion, el liquido de reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se filiré a través de un embudo Buchner para proporcionar un sélido de color pardo oscuro.
El solido se suspendié sucesivamente con acetato de etilo/n-heptano (1/1,51 x 2) y acetato de etilo (4 1) para
proporcionar el compuesto de formula IV en forma de un sélido de color pardo (1,25 kg, 4,18 mol, rendimiento del
83,1 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,61 - 7,77 (m, 1 H), 6,97 - 7,19 (m, 2 H), 6,28 - 6,38 (m, 1 H), 5,54 - 5,67 (m, 2
H), 3,43 - 3,53 (m, 2 H), 0,76 - 0,91 (m, 2 H), 0,07 (s, 9 H).

Férmula V:

2-butoxi-5-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina

NHy  sEM NHz  SEM
1
NTX—N Na > NN
| / n-BuOH )l\ P/
~
Cl)\N 0N
IV \%

A n-BuOH (17,0 1) se le afadi6 lentamente sodio metal (525,05 g, 22,84 mol) en porciones en nitrogeno. Después de
la adicién, la temperatura del sistema se elevé a 60 °C y se agité de forma continua a la temperatura hasta que el
sodio metal se disolvié completamente. Después, el sistema se enfri6é a 25 °C y el compuesto de férmula IV (1,95 kg,
6,53 mol) se afiadi6 en porciones. Después de mezclarla homogéneamente con agitacion, la mezcla de reaccion se
agité de forma continua durante 8 h a 90 °C. La reaccién se controlé6 mediante HPLC. Después de la finalizacion, la
mezcla de reaccion se dejoé enfriar espontaneamente a 25 °C y se vertio lentamente en 30 | de cloruro de amonio
acuoso saturado. Después, la mezcla de reaccidn se extrajo se extrajo con acetato de etilo (15 | x 3) y la fase organica
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combinada se lavé con salmuera saturada (20 | x 2), se secé con Na2SO4 anhidro y se filtr6. Después de retirar el
disolvente por destilacion a presion reducida, el residuo se suspendié en n-heptano (4 1) y el sélido se separé por
filtraciéon y después se mezcl6 en acetato de etilo (5 1) para proporcionar el compuesto de férmula V en forma de un
solido de color amarillo-blanco (1,53 kg), 4,55 mol, 69,7 %).

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,49 - 7,54 (m, 1 H), 6,54 - 6,62 (m, 2 H), 6,15 - 6,20 (m, 1 H), 5,54 (s, 2 H), 4,10
-4,22 (m, 2 H), 3,42 - 3,55 (m, 2 H), 1,58 - 1,73 (m, 2 H), 1,35 - 1,47 (m, 2 H), 0,90 - 0,96 (m, 3 H), 0,83 - 0,89 (m, 2
H), 0,05 (s, 9 H).

Férmula VI: 2-butoxi-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina

NH;  sem NH, H

NN 1)TFA NN

NN )I\ P/ 2) NHy'H,0 NN )I\ P/
O N O N
\ VI

El compuesto de férmula V (1,10 kg, 3,27 mol) se disolviéo en TFA (5,501) y el liquido de reaccién se agité a 25 °C
durante 16 h. La reaccién se control6 mediante HPLC. Después de la finalizacion, el TFA se retiré mediante destilacion
a presion reducida y el residuo se disolvié en metanol (1,2 1) y agua helada (1,2 I). El pH del sistema se ajust6 a 12
con amoniaco acuoso concentrado con agitacion uniforme. La mezcla se agitdé durante 2 h y el precipitado precipitd
en la solucion de forma continua. Después de la filtracién, la torta de filtro en forma de un soélido de color blanco se
mezcl6 con amoniaco acuoso al 15 % (1,2 | x 3) y acetato de etilo (4 I) sucesivamente para proporcionar el compuesto
de formula VI en forma de un sélido de color blanco (550,00 g, 2,67 mol, 81,7 %).

RMN de "H (400 MHz, metanol-d4) 8 7,37 (d, J = 2,89 Hz, 1 H), 6,29 (d, J = 3,01 Hz, 1 H), 4,27 (t, J = 6,53 Hz, 2 H),
1,75 (d, J=7,91Hz, 2 H), 1,44 - 1,61 (m, 2 H), 1,00 (t, J = 7,40 Hz, 3 H).

Formula VII:

4-((4-amino-2-butoxi-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)-hidroximetil)benzaldehido

OHC NHz
NH, H
N T
X
)Nl\ P/ o, A/\O)\N/ {
N0 N Base

HO CHO
VI VI

A un matraz de tres bocas se le afiadieron tereftalaldehido (790,64 mg, 5,82 mmol) e isopropanol (10 ml), se afiadié
2-butoxi-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina (1,00 g, 4,85 mmol) con agitacion y el sistema se enfrié a 0 °C y se agitd
durante otros 10 min. Se afiadieron agua purificada (10 ml) y carbonato de potasio (804,17 mg, 5,82 mmol) y la mezcla
reacciond a 25 °C durante 16 h hasta que se agotaron las materias primas con control mediante CLEM. El sélido
precipité después de que la reaccién se completase. Después de la filtracion, el so6lido resultante se mezclé con 20 ml
de agua purificada y 30 ml (acetato de etilo/n-heptano=1/20) sucesivamente, se filtr6 y se secd para proporcionar al
compuesto de formula VIl en forma de un sélido de color amarillo (1,50 g, 4,41 mmol, rendimiento: 90,9 %).

RMN de "H (400 MHz, metanol-d4) 8 9,94 (s, 1 H), 7,86 (d, J=8,16 Hz, 2 H), 7,72 (d, J = 8,16 Hz, 2 H), 7,12 - 7,17 (m,
1H),6,19 (s, 1 H), 4,28 (t, J =6,53 Hz, 2 H), 1,68 - 1,77 (m, 2 H), 1,44 - 1,54 (m, 2 H), 0,97 (t, J = 7,34 Hz, 3 H).

Férmula VIII:

(4-amino-2-butoxi-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-7-il)(4-(pirrolidin-1-iimetil)fenilo) metanol

NH NH

2 H 2 H

N“X—N NN

)|\ Y Pirrolidina )|\ Y
N “ —_— =
(0} N (0] N

N

HO CHO HO

VI il

A un autoclave de 30 | se afiadieron el compuesto de formula VIl (450,0 g, 1,32 mol) e isopropanol (4,5 ), y la mezcla
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se agito durante 5 min. Después se afiadié acido acético glacial (119,0 g, 1,98 mol) y la temperatura del sistema se
bajé a 0-10 °C con agitacion. Se afiadié pirrolidina (112,4 g, 1,58 mol) gota a gota, con la temperatura por debajo de
10 °C. Después de la adicion, se afiadié triacetoxiborohidruro de sodio (420,0 g, 1,98 mol) en porciones y reaccioné a
10-20 °C durante 3 h hasta que las materias primas se agotaron con control mediante cromatografia liquida. Después
de la finalizaciéon de la reaccién, se afiadieron 51 de agua purificada y la temperatura de la solucion se baj6 a
aproximadamente -10 °C, y se afadieron 12| de amoniaco acuoso al 15 % a la solucién, con la temperatura de la
solucion por debajo de 0 °C durante la adicion. El sélido precipité con agitacion. Se realizé una filtracion y la torta de
filtro resultante se suspendié con 2| de agua y 2 | x 2 de acetato de etilo. Se realizo la filtracion y se sec6 a presion
reducida a 40 °C durante 12 h para proporcionar el compuesto de férmula VIII en forma de un sélido de color amarillo
(465,0 g, 1,18 mol, rendimiento del 89,4 %, humedad del 0,9 %).

RMN de "H (400 MHz, metanol-ds) 8 7,46 (d, J = 7,91 Hz, 1 H), 7,29 (d, J = 8,03 Hz, 1 H), 7,09 (s, 1 H), 6,12 (s, 1 H),
4,29 (t, J = 6,53 Hz, 2 H), 3,60 (s, 2 H), 2,52 (s a, 4 H), 1,66 - 1,83 (m, 6 H), 1,49 (d, J = 7,63 Hz, 2 H), 0,98 (t, J =
7,40 Hz, 3 H).

Férmula I: 2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-iimetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-amina

NH NH
2 4 2 4
NTS N TFA NS N
/ Trietilsil /
/\/\OJ\N/ O rietilsilano /\/\OJ\N/ Q
N Base N
HO
vii I

A un autoclave de 20 | se le afiadieron el compuesto de formula VIII (440,0 g, 1,11 mol) y diclorometano (7,0 1), y la
temperatura del sistema se redujo a por debajo de -15 °C con agitacion. Después de que se afiadiese trietilsilano
(880 ml, 5,55 mol) gota a gota, se afiadi6 acido trifluoroacético (880 ml) gota a gota, manteniendo la temperatura por
debajo de -10 °C durante la adicién. Después de la adicion, la reaccion se realizdé a 0 °C durante 2 h y se controlé
mediante cromatografia liquida hasta que el punto de la materia prima desaparecié. Después de la finalizacion de la
reaccion, el liquido de reaccion se concentrdé a sequedad y se afiadieron 2,2 | de acetato de etilo a la solucién. Se
realizé agitacion para bajar la temperatura a debajo de 0 °C. Después, se anadio solucion saturada de carbonato de
sodio para ajustar la solucion a pH 9-10, durante lo cual la temperatura del sistema se mantuvo por debajo de 10 °C.
Se realizé una filtracién y la torta de filtro resultante se suspendié con 2,2 | de agua. Se realiz6 una filtracion y se seco
a presion reducida para proporcionar 550 g de trifluoroacetato del compuesto de férmula | en forma de un solido de
color blanco.

A 1,6 | de etanol se le afiadieron 525 g de trifluoroacetato del compuesto de férmula | en forma de un sélido de color
blanco y la temperatura del sistema se redujo a aproximadamente 0 °C con agitacién. Después, se afiadieron 2,2 | de
solucion de hidroxido de sodio 1 mol/l. Se realizé una filtracidn y la torta de filtro resultante se suspendi6 con 2,5 | de
agua purificada. Se realizo una filtracion y se secd a presion reducida para proporcionar 380,0 g del compuesto de
férmula | en forma de un solido.

RMN de 'H (400 MHz, metanol-ds) 8 7,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,04 (s, 1H), 4,32 (t, J = 6,6 Hz,
2H), 3,99 (s, 2H), 3,60 (s, 2H), 2,55 - 2,52 (m, 4H), 1,85 - 1,71 (m, 6H), 1,55-1,48 (m, 2H), 1,00 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

Ejemplo 1: preparacién de la forma cristalina A de 2-butoxi-7-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-
amina

A etanol (2,3 1) se le afiadié el compuesto de formula | (380 g) obtenido en el ejemplo de preparacion 1, y la mezcla se
calenté areflujo y se agito para que se disolviese totalmente. Después de la filtracion, el filtrado se enfri6 a temperatura
ambiente y se dejo reposar para su cristalizacion. Se realiz6 una filtracion y la torta de filtro obtenida se seco a presion
reducida para proporcionar 310,0 g de so6lido, es decir, la forma cristalina A del compuesto de formula I.

La DRXP se midi6 de la siguiente manera: aparato: difractometro de rayos X Bruker D8 ADVANCE; método: objetivo:
Cu: K-Alfa; longitud de onda A = 1,54179 A; tensién: 40 kV; corriente: 40 mA; intervalo de barrido: 4-40 °; velocidad de
rotacion de la muestra: 15 rpm; velocidad de barrido: 10 °/min.

El cristal del compuesto obtenido tenia picos de difraccion sustancialmente como se muestra en la Figura 1.

Ejemplo 2: Ensayo de estabilidad a temperatura alta

La forma cristalina A del compuesto de férmula | se sometié a ensayo en el ensayo acelerado en condiciones de

temperatura alta para determinar su estabilidad de conformidad con las Directrices para el Ensayo de Estabilidad de
Ingredientes Farmacéuticos y Preparaciones Farmacéuticas (Farmacopea China 2010 Apéndice XIXC).
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La forma cristalina A preparada en el Ejemplo 1 se colocd en un recipiente abierto y limpio a 60 °C. Las muestras se
tomaron para el ensayo el dia 10, el dia 20 y el dia 30, respectivamente. Los resultados se compararon con el resultado
inicial del ensayo en el dia 0 y los resultados se mostraron en la Tabla 1.

Tabla 1
Tiempo de muestreo (dia) Aspecto Contenido (%) | Contenido total de impurezas (%)
0 Polvo de color blanco 99,8 0,92
10 Polvo de color amarillo claro 98,5 1,10
20 Polvo de color amarillo claro 98,1 1,18
30 Polvo de color amarillo claro 98,8 1,29

Se demostro en el ensayo de estabilidad a temperatura alta que, la forma cristalina A del compuesto de férmula | tiene
buena estabilidad en condiciones de temperatura alta.

Ejemplo 3: Ensayo de estabilidad con humedad alta

La forma cristalina A del compuesto de férmula | se sometié a ensayo en el ensayo acelerado en condiciones de
humedad alta para determinar su estabilidad de conformidad con las Directrices para el Ensayo de Estabilidad de
Ingredientes Farmacéuticos y Preparaciones Farmacéuticas (Farmacopea China 2010 Apéndice XIXC).

La forma cristalina A preparada en el Ejemplo 1 se sometié a un ensayo acelerado en un recipiente de temperatura y
humedad constantes en las condiciones de 40 °C/humedad del 75 % (abierto). Las muestras se tomaron para el
ensayo el dia 30, el dia 60 y el dia 90, respectivamente. Los resultados se compararon con los resultados iniciales del
ensayo en el dia 0 y los resultados se mostraron en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2
Condiciones de ensavo Tiempo de Aspecto Contenido Contenido total de
Y muestreo (dia) P (%) impurezas (%)
Polvo de color
0 blanco 100,2 0,92
Polvo de color
40 °C/humedad del 75 % 30 blanco 99,9 0,92
(abierto) Polvo de color
60 blanco 99,9 0,65
Polvo de color
90 blanco 100,2 0,93

Se demostré en el ensayo de estabilidad con humedad alta que, la forma cristalina A del compuesto de férmula | tiene
buena estabilidad en condiciones de humedad alta.

Ejemplos de actividad farmacéutica

Ejemplo de eficacia 1: Deteccion de actividad de unién a receptores in vitro del receptor de tipo Toll 7 y del receptor
de tipo Toll 8

Reactivos:

célula hTLR7 HEK-blue y célula hTLR8 HEK-blue (disponible en InvivoGen)
medio DMEM

suero fetal bovino inactivado por calor

reactivo anti micoplasma Normocin™

bleomicina

blasticidina

Las estructuras de GS-9620 y R848 utilizados son de la siguiente manera, en donde la preparacion de GS-9620 podria

referirse al proceso desvelado en el documento US20100143301; R848 estaba disponible en el mercado en ABGENT
(IMG-2208, especificacion: 0,5 mg).
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Esquema:

1. Preparacion de una placa de compuesto de 96 pocillos:

Los compuestos se diluyeron en gradiente con DMSO 3 veces usando una estacion de trabajo con liquidos POD,
comenzando a una concentracion de 10 mmol/l y se diluyeron 10 puntos (de la 22 columna a la 112 columna, y
cada punto se duplicd). En la 122 columna, se afiadi6 1 yl de compuesto positivo R848 5 mg/ml como control
positivo; y en la 12 columna, se afiadié 1 yl de DMSO como control negativo. Cada pocillo contenia 1 pl de DMSO.

2. Se recogieron las células en un matraz de cultivo y la densidad celular se diluy6 a 250.000 células/ml.

3. Se anadieron 200 pl (50.000 células/pocillo) de suspension celular en una placa de compuesto preparado y la
concentracion final de DMSO en cada pocillo fue del 0,5 %.

4. Las placas de cultivo que contenian las células y los compuestos se incubaron en un incubador de CO: durante
24 ha37°C,COzal 5%.

5. Después de 24 h de incubacion, se retiraron 20 pl de sobrenadante de cada pocillo a una placa de ensayo
transparente de 96 pocillos. A cada pocillo de la placa de ensayo se le afiadieron 180 ul de reactivo Quanti-Blue y
la placa se incub6 en una incubadora a 37 °C, CO2 al 5 % durante 1 h.

6. Después de 1 h, el contenido de fosfatasa alcalina en 20 pl de sobrenadante se determiné usando el lector de
microplacas Microplate Reader OD650.

7. Se obtuvo la CEso de cada compuesto con el software Prism.

Los resultados se mostraron en la Tabla 3.

Tabla 3
Nombre del compuesto | CE50 de TLR7 (nM) | CE50 de TLR8 (nM)
GS-9620 517 7867
Compuesto de férmula | 160 11632

El compuesto de formula | de acuerdo con la invencién mostré una actividad superior de unién a receptores in vitro al
receptor de tipo Toll 7 con respecto al control (agonista del receptor de tipo Toll 7 GS-9620) y una actividad inferior de
unién a receptores in vitro al receptor de tipo Toll 8 con respecto al control (agonista del receptor de tipo Toll 7 GS-
9620). El compuesto de la presente invencion tiene diferencias de selectividad distintivas con respecto a diferentes
receptores, y el efecto es superior a la técnica anterior.

Ejemplo de eficacia 2: Esquema de ensayo de células mononucleares de sangre periférica

El fin de este ejemplo es determinar el nivel de expresion de citocinas 24 h después de la estimulacion de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) humanas con el compuesto de formula I.

El sobrenadante celular se sometié a ensayo sin diluciéon y se determinaron los niveles de IFN-a directamente. El
compuesto de férmula | se formulé en primer lugar en solucion madre 20 mM de DMSO durante el ensayo y se diluyd
en gradiente con medio celular 10 veces con el numero total de 11 puntos de diluciéon. Los compuestos en 9 puntos
de dilucion (la concentracion mas alta fue de 200 umol/l) se afliadieron en una placa de 96 pocillos con 50 pl en cada
pocillo. Se inocularon células mononucleares de sangre periférica humana fresca, con 150 pl en cada pocillo que
contenian 450.000 células. La placa de cultivo celular se incub6 en una incubadora a 37 °C, CO:z al 5 % durante 24 h.
Después de la incubacion, la placa de cultivo se centrifugdé a 1200 rpm durante 5 min y el sobrenadante se recogio y
almacend a -20 °C para su determinacién. La determinacién de citocinas se realizé usando matriz de perlas
citométricas Cytometric Bead Array (CBA) de BD-Pharmingen en un citometro de flujo. Usando el método de

13
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determinacion anterior, la concentracidon mas baja de farmaco que estimul6 la produccién de 30 pg/ml de IFN-a se
designé como el valor de CME en el ensayo de estimulacion de citocinas. Los resultados se mostraron en la Tabla 4.

Tabla 4
Nombre del compuesto | CME de IFN-a (nM) | CME de TNF-a (nM)
GS-9620 50 500
Compuesto de formula | 5 500

En comparacioén con el control (GS-9620), el compuesto de formula | de la invencién mostré6 una mejor actividad in
vitro de induccién de IFN-a de las CMSP y una actividad de induccion de TNF-a comparable.
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REIVINDICACIONES
1. Una forma cristalina A del compuesto de férmula |
NH,
H
NN
P

/\/\o)I\N NO

caracterizada por que,
la forma cristalina A tiene picos de difraccién a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 19,7° £ 0,2°, 23,7° + 0,2°,
24,1° £ 0,2° en un patron de difraccion de rayos X de polvo.

2. La forma cristalina A de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada por que,
la forma cristalina A tiene picos de difraccion a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° + 0,2°, 13,8° + 0,2°, 16,4° + 0,2°, 19,7° £ 0,2°,
23,7°£0,2°,24,1° £ 0,2°, 27,9° + 0,2° en un patrén de difraccién de rayos X de polvo.

3. La forma cristalina A de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que,

la forma cristalina A tiene picos de difraccién a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° £ 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 16,4° £ 0,2°, 17,9° £ 0,2°,
19,0° £0,2°,19,7° £ 0,2°, 20,3° + 0,2°, 21,8° + 0,2°, 22,1° + 0,2°, 23,7° £ 0,2°, 24,1° £ 0,2°, 25,5° + 0,2°, 27,9° + 0,2°,
32,9° +0,2°, 34,0° £ 0,2° en un patrén de difraccion de rayos X de polvo.

4. La forma cristalina A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizada por que, la forma
cristalina A tiene picos de difraccion a 26 = 5,5° + 0,2°, 10,1° + 0,2°, 10,8° + 0,2°, 13,8° £ 0,2°, 14,9° + 0,2°, 16,4°
0,2°,17,9°£0,2°, 18,6° £ 0,2°, 19,0° £ 0,2°, 19,7° £ 0,2°, 20,3° £ 0,2°, 21,0° £ 0,2°, 21,8° £ 0,2°, 22,1° £ 0,2°, 23,7°
0,2°, 24,1° £ 0,2°, 25,5° + 0,2°, 27,3° + 0,2°, 27,9° £ 0,2°, 28,6° £ 0,2°, 32,9° + 0,2°, 34,0° = 0,2° en un patrén de
difraccién de rayos X de polvo.

5. La forma cristalina A del compuesto de férmula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
caracterizada por que, la forma cristalina A tiene los siguientes parametros de celda:

a=16,560 (3) A
b=10,426 (2) A
c=12,203 (2) A

a=90°

B =98,54(3)°

y =90°

Grupos espaciales: P21/c
Z=4.

6. La forma cristalina A del compuesto de formula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizada por que, cuando se caracteriza mediante CDB, la temperatura inicial es de 199,0°C £+ 5°C y la
temperatura maxima es de 200,4 °C £ 5 °C.

7. Un proceso para preparar la forma cristalina A del compuesto de féormula | de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, que comprende las siguientes etapas:

1) disolver el compuesto de férmula | en un disolvente de cristalizaciéon, que preferentemente se calienta para
promover la disolucién; y
2) enfriar para la cristalizacion, filtrar, lavar y secar para obtener la forma cristalina A.

8. El proceso de preparacion de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado por que el disolvente de cristalizacion
de la etapa 1) se selecciona entre el grupo que consiste en metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-butanol,
isobutanol, butanol terciario, acetona, acetato de etilo, agua y disolvente mezclado de los mismos, preferentemente
etanol.

9. El proceso de preparacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-8, caracterizada por que, en
la etapa 1), la cantidad de disolvente de cristalizacion afiadido por 1 g del compuesto de formula | es de 2 a 10 ml,
preferentemente de 4 a 8 ml, mas preferentemente de 5a 7 ml.

10. El proceso de preparacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, caracterizada por que, en
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la etapa 1), la temperatura de calentamiento es de 40 °C a 90 °C, preferentemente de 50 °C a 80 °C, mas
preferentemente de 70 °C a 80 °C.

11. Una composicion cristalina, caracterizada por que, basandose en el peso de la composicion cristalina, la forma
cristalina A del compuesto de formula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 es del 50 % o mas,
preferentemente del 80 % o mas, mas preferentemente del 90 % o mas y mucho mas preferentemente del 95 % o
mas.

12. Una composicién farmacéutica, que comprende la forma cristalina A del compuesto de férmula | de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o la composicién cristalina de acuerdo con la reivindicacion 11 o una
combinacién de las mismas en una cantidad eficaz.

13. La forma cristalina A del compuesto de férmula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o la
composicion cristalina de acuerdo con la reivindicacion 11 o la composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento de enfermedades asociadas al receptor de tipo Toll 7, preferentemente
la enfermedad es una infeccion virica.

14. La forma cristalina A del compuesto de férmula I, o la composicién cristalina, o la composicion farmacéutica para

su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizadas por que, la infeccion virica es la infeccion con el virus de
la hepatitis B o la hepatitis C.
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