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(67) Resumo: "PRO-DROGAS DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDEO
DE FOSFONATO E METODOS PARA SELECIONAR E PREPARAR AS
MESMAS". A presente invencéo refere-se a método que é fornecido para
avaliar pré-drogas de analogos de nucleotideo de metoxifosfonato para
identificar pro-drogas seletivamente alvejando tecidos desejados com
atividade antiviral ou antitumor. Este método tem induzido a identificagdo
de novos éster-amidatos misturados de PMPA para terapia retroviral ou
hepadnaviral, incluindo compostos de estrutura (5a) tendo grupos
substituintes como aqui definido. Composicdes destes compostos em
excipientes farmaceuticamente aceitaveis e seu uso em terapia e profilaxia
séo fornecidas. Também fornecido € um método para o uso de alcoxido de
magnésio para a prepara¢ao de materiais de partida e compostos para uso
aqui.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "PRO-
DROGAS DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDEO DE FOSFONATO E ME-
TODOS PARA SELECIONAR E PREPARAR AS MESMAS".

Este pedido refere-se as pré-drogas de analogos de nucleotideo
de metoxifosfonato. Em particular refere-se aos métodos melhorados para
preparar e identificar tais pré-drogas.

Muitos anélogos de nucleotideo de metoxifosfonato sdo conhe-
cidos. Em geral, tais compostos tem a estrutura A-OCH,P(O)(OR), onde A é
o residuo de um analogo de nucleosideo e R independentemente é hidro-
génio ou varias funcionalidades de pré-drogas ou protecao. Observe Pa-
tente U.S. n° 5.663.159, 5.977.061 e 5.798.340, Oliyai e outros, "Pharma-
ceutical Research" 16(11):1687-1693 (1999), Stella e outro, "J. Med. Chem."
23(12):1275-1282 (1980), Aarons, L., Boddy, A. e Petrak, K. (1989) Nove/
Drug Delivery and Its Therapeutic Application (Prescott, L. F. and Nimmo, W.
S., ed.), pp. 121-126; Bundgaard, H. (1985) Design of Prodrugs (Bundgaard,
H., ed.) pp. 70-74 e 79-92; Banerjee, P.K. e Amidon, G.L. (1985) Design of
Prodrugs (Bundgaard, H., ed.) pp. 118-121; Notari, R.E. (1985) Design of
Prodrugs (Bundgaard, H., ed.) pp. 135-156; Stella, V. J. e Himmelstein, K. J.
(1985) Design of Prodrugs (Bundgaard, H., ed.) pp. 177-198; Jones, G.
(1985) Design of Prodrugs (Bundgaard, H., ed.) pp. 199-241; Connors, T. A.
(1985) Design of Prodrugs (Bundgaard, H., ed.) pp. 291-316. Toda literatura
e citagbes de patente aqui sdo expressamente incorporadas por referéncia.

Sumario da Invencao

Pré-drogas de analogos de nucleotideo de metoxifosfonato des-
tinadas para terapia antiviral ou antitumor, a0 mesmo tempo que conheci-
das, tradicionalmente foram selecionadas para o seu efeito sistémico. Por
exemplo, tais pré-drogas foram selecionadas para biodisponibilidade real-
cada, isto &, capacidade de ser absorvidos do trato gastrointestinal e rapi-
damente convertidos em droga origem para garantir que a droga origem
esta disponivel para todos os tecidos. Entretanto, as requerentes entdo tem
constatado que é possivel selecionar pré6-drogas que tornem-se enriqueci-

das em sitios terapéuticos, como ilustrado pelos estudos descritos aqui
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onde os analogos s&o enriquecidos em sitios focais localizados de infeccdo
por HIV. O objetivo desta invencao é, entre outras vantagens, produzir me-
nos toxicidade em tecidos circunstantes e poténcias maiores da droga origi-
nal em tecidos que s&o os alvos da terapia com o analogo de nucleotideo de
metoxifosfonato original.

Consequentemente, perseguidor a estas observacées, um mé-
todo de avaliagéo é fornecido para identificar uma pré-droga de analogos de
nucleotideo de metoxifosfonato conferindo a atividade realgada em um teci-
do alvo compreendendo:

(a) fornecer pelo menos uma das referidas pré-drogas;

(b) selecionar pelo menos um tecido alvo terapéutico e pelo menos
um tecido nao-alvo;

(c) administrar a pré-droga ao tecido alvo e ao referido pelo menos

um tecido nao-alvo; e
(d) determinar a atividade antiviral relativa conferida pela pré-droga

nos tecidos na etapa (c).

Em modalidades preferidas, o tecido alvo sao sitios onde o HIV
€ ativamente replicado e /ou que serve como um reservatério de HIV, e o
tecido ndo-alvo é um animal intacto. Inesperadamente, constatou-se que
selecionar o tecido linféide como o tecido alvo para a pratica deste método
para HIV levou a identificagdo de pré-drogas que realcam a liberacdo da
droga ativa para tais tecidos.

Um composto preferido desta invengédo, que foi identificado por

este método tem a estrutura (1),
NH,

N

&

Z o

\
NH

(€8]
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onde Ra é H ou metila, e composigbes quiralmente enriquecidas destes,
sais, sua base livre e solvatos destes.

Um composto preferido desta invencao tem a estrutura (2)

ﬁ
NJ%p
R

NH

4
o

3 \)
Ha C\\\ W
O
(2)

e seus diasterdmeros enriquecidos, sais, base livre e solvatos.

gm’:-

Em adig&o, inesperadamente constatou-se que a quiralidade de
substituintes sobre o atomo de fésforo e/ou o substituinte de amidato sdo
influenciais no enriquecimento observado na pratica desta invengao. Desse
modo, em outra modalidade desta invengao, forneceu-se compostos diaste-

reomericamente enriquecidos desta invengéo tendo a estrutura (3)
0

B——E—ﬂ---unkl

2
R @)

que sao substancialmente livres do diastereémero (4)

l?.-—E'—fr}---R1
R? @
onde
R' € um oxiéster que é hidrolisavel in vivo, ou hidroxila;
B € uma base heterociclica;
R® é hidroxila, ou o residuo de um aminoécido ligado ao atomo P

através de um grupo de amino do aminoéacido tendo cada subs-
tituinte de carbéxi do aminoacido opcionalmente esterificado,

porém ndo ambos de R' e R? sdo hidroxila:
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R*e R®

R°e R®

R7

RB
RQ

é ~(CHp)z-, -CH(CH3)CH,-, -CH(CH.F)CHz-, -CH(CH:OH)CH,-,
-CH(CH=CH;)CH,-, -CH(C=CH)CH,-, -CH(CH,N3)CH-,

R* RS "R R?
-CH(R®)OCH(R®)-, -CH(R®)CH.0- ou -CH(R®)O-, onde a ligagao
de mé&o direita é ligada a base heterociclica;
a linha tracejada representa uma ligacéo dupla opcional;
sao independnetemente hidrogénio, hidréxi, halo, amino ou um
substituinte tendo de 1-5 atomos de carbono selecionados de
aciloxi, alquiléxi, alquiltio, alquilamino e dialquilamino;
sao independentemente H, Cs- Cq alquila, Ci- Cg hidroxialquila,
ou C,- C7 alcanoila;
é independentemente H, C;- Cs alquila, ou sdo tomados juntos
para formar -O- ou -CH,-;
é H, C;- Cs alquila, C;- Ce hidroxialquila ou C;- Ce haloalquila; e

é H, hidroximetila ou aciloximetila;

e seus sais, base livre, e solvatos..

Os diasteredmeros da estrutura (3) sdo designados os isdmeros

(S) no centro quiral de fésforo .

Modalidades preferidas desta inven¢do sdo os compostos dias-

tereomericamente enriquecidos tendo a estrutura (5a)

1

(5a)
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R7

R11
R12

RS _R®
R7\\"
1

(5b)
€ metila ou hidrogénio;
independentemente é H, alquila, alquenila, alquinila, arila ou
arilalquila, ou R® independentemente é alquila, alquenila, alqui-
nila, arila ou arilalquila que é substituida com de 1 a 3 substi-
tuintes selecionados de alquilamino, alquilaminoalquila, dialqui-
laminoalquila, dialquilamino, hidroxila, oxo, halo, amino, alquil-
tio, alcoxi, alcoxialquila, ariloxi, ariloxialquila, arilalcéxi, arilalco-
xialquila, haloalquila, nitro, nitroalquila, azido, azidoalquila, al-
quilacila, alquilacilalquila, carboxila, ou alquilacilamino;
€ a cadeia lateral de qualquer aminoacido farmaceuticamente
aceitavel ou de ocorréncia natural e que, se a cadeia lateral
compreende carboxila, o grupo de carboxila é opcionalmente
esterificado com um grupo de alquila ou arila;
€ amino, alquilamino, oxo, ou dialquilamino; e

€ amino ou H;

e seus sais, tautbmeros, base livre e solvatos.

Uma modalidade preferida desta invencéo é o composto da es-

trutura (6), 9-[(R)-2-[[(S)-[[(S)-1-(isopropoxicarbonil)etillamino]fenoxifosfinil]-

metoxi]propilladenina, também designada aqui GS-7340
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Outra modalidade preferida desta invencéo é o sal de fumarato
da estrutura (5) (estrutura (7)), fumarato de 9-[(R)-2-[[(S)-[[(S)-1-(isopropo-
xicarbonil)etillamino]fenoxifosfiniljmetéxijpropil]-adenina (1:1), também desi-
gnado aqui GS-7340-2

a0

)
O\/P""O H021(-21>—_—<C OH

H

H3 C\\\W
(o) @

5 Os compostos das estruturas (1)-(7) opcionalmente sao formu-

glln

lados em composi¢des contendo excipientes farmaceuticamente aceitaveis.
Tais composigGes sdo empregadas em doses eficazes na terapia ou profila-
xia de infecgbes virais (particularmente HIV ou hepadnaviral).
Em uma outra modalidade, um método é fornecido para a facil
10  fabricagdo de 9[2-(fosfonometdxi)propilladenina (a seguir "PMPA" ou 9-[2-
(fosfonometoxi)etilladenina (a seguir "PMEA") empregando alcéxido de
magneésio, que compreende combinar 9-(2-hidroxipropil)adenina ou 9-(2-
hidroxietil)adenina, p-toluenossulfoniléxi-metilfosfonato protegido e alcéxido
de magnésio, e recuperar PMPA ou PMEA, respectivamente.
15  Descricdo Detalhada da Invencgéo
As drogas origem do andlogo de nucleotideo de metoxifosfonato

para uso neste método de avaliagdo sdo compostos tendo a estrutura A-
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OH,P(O)(OH), onde A é o residuo de um analogo de nucleosideo. Estes
compostos sao conhecidos por si préprio e nao sao parte desta invencéo.
Mais particularmente, os compostos origem compreendem uma base B hete-

rociclica e uma aglicona E, em geral tendo a estrutura

|

B—E—pP—O0H
OH

onde o grupo B é definido abaixo e o grupo E é definido acima. Exemplos
sao descritos na Patente U.S. n° 4.659.825, 4.808.716, 4.724.233,
5.142.051, 5.130.427, 5.650.510, 5.663.159, 5.302.585, 5.476.938,
5.696.263, 5.744.600, 5.688.778, 5.386.030, 5.733.896, 5.352.786, e
5.798.340, e EP 821.690 e 654.037.

As pro-drogas para uso no método de avaliagédo desta invengéao
sao analogos covalentemente modificados dos anélogos de nucleotideo de
metoxifosfonato origem descritos no paragrafo precedente. Em geral, o ato-
mo de fosforo da droga origem € o sitio preferido para modificagéo, porém
outros sitios séo encontrados na base heterociclica B ou na aglicona E.
Muitas tais pré-drogas sé@o anteriormente conhecidas. Primeiramente, eles
sao ésteres ou amidatos do atomo de fosforo, porém também incluem subs-
tituicoes na base e aglicona. Nenhuma destas modificagbes por si proprias
sé@o parte desta invengdo e nenhuma sdo para ser consideradas limitantes
no escopo da invengao aqui.

O atomo de fésforo dos andlogos de nucleotideo de metoxifos-
fonato contém duas valéncias para a modificagdo covalente tal como amida-
¢ao ou esterificagdo (exceto uma hidroxila de fosforila é esterificada em um
substituinte de hidroxila de aglicona E, em que apenas uma valéncia de
fosforo esta livre para substituigio). Os ésteres sao tipicamente ariléxi. Os
amidatos ordinariamente sdo &cidos de monoamino de ocorréncia natural
tendo grupo(s) carboxila livre(s) esterificado(s) com um grupo alquila ou
arila, usualmente grupos fenila, cicloalquila, ou t-, n- ou s- alquila. Pré-
drogas adequadas para uso no método de avaliagdo desta invencao sao

descritas na Patente U.S. n° 5.798.340. Entretanto, qualquer pro-droga que



10

15

20

25

30

<
3
v
'
L L)

€ potencialmente acreditada ser capaz de ser convertida in vivo sem células
de tecido alvo & droga origem de analogo de nucleotideo de metoxifosfonato
livre, por exemplo, seja por hidrdlise, oxidag&o, ou outra transformagéo co-
valente resultante da exposicdo aos tecidos bioldgicos, é adequada para
usar no método desta invengao. Tais pré-drogas ndo podem ser conhecidas
neste momento porém s&o identificadas no futuro e desse modo tornam-se
candidatas adequadas disponiveis para testar no método desta invencao.
Uma vez que as pré-drogas séo simples candidatas para avaliar nos méto-
dos, suas estruturas ndo sdo pertinentes a praticar ou permitir o método de
avaliag@o, embora claro suas estruturas ultimamente sio dispositivos de se
ou nao uma pré-droga se mostrara seletiva no ensaio.

As proporgdes ligadas a droga origem podem ser as mesmas ou
diferentes. Entretanto, cada pré-droga a ser empregada no ensaio de avali-
acao diferenciara estruturalmente das outras pré-drogas a serem testadas.
Distinto, isto é estruturalmente diferentes, pré-drogas geralmente sao sele-
cionadas sobre a base de ou sua estereoquimica ou sua estrutura covalen-
te, ou estes aspectos s&@o variados em combinagédo. Cada pré-droga testa-
da, entretanto, desejavelmente é estruturalmente e estereoquimicamente
substancialmente pura, de maneira diferente a producédo do ensaio de avali-
acao sera menos (til. Esta claro dentro do escopo desta invengao testar
apenas uma droga simples em uma modalidade individual do método desta
invengdo, embora tipicamente em seguida alguém compararia os resultados
com estudos anteriores com outras pré-drogas.

Tem-se constatado que a estereoquimica das pré-drogas é ca-
paz de influenciar o enriquecimento em tecidos alvos. Sitios quirais estao no
atomo de fésforo e sdo também encontrados em seus substituintes. Por
exemplo, aminoécido empregado na preparagdo de amidatos podem ser
formas D ou L, e os ésteres de fosfonato ou os ésteres de aminoécido po-
dem conter centros quirais também. Os sitios quirais sdo também encontra-
dos sobre a porgdo de analogo de nucleosideo das moléculas, porém estes
tipicamente s&o anteriormente ditados pela estereoquimica da droga origem

e nao seréo variados como parte da avaliagdo. Por exemplo o isémero R de
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PMPA é preferido quando ele é mais ativo do que o isémero S correspon-
dente. Tipicamente estes diasterdmeros ou enancidmeros serao quiralmente
enriquecidos se ndo puros em cada sitio a fim de que os resultados da ava-
liagdo sejam mais significativos. Como observado, a distincao dos estere-
oisdbmeros é conferida por enriquecer ou purificar o estereoisémero (tipica-
mente este sera um diasteredmero em vez de um enancidmero no caso de
mais analogos de nucleotideo de metoxifosfonato) livre de outros estere-
oisdbmeros no centro quiral em questéo, a fim de que cada composto teste
seja substancialmente homogéneo. Por substancialmente homogéneo ou
quiralmente enriquecido, entende-se que o estereoisdmero desejado cons-
titui-se mais do que cerca de 60% em peso do composto, ordinariamente
mais do que cerca de 80% e preferivelmente mais do que 95%.

Novo Método de Avaliacido

Logo que pelo menos uma pro-droga candidata foi selecionada,
as etapas restantes do método de avaliagdo desta invengéo sdo emprega-
das para identificar uma pré-droga possuindo a seletividade requerida para
o tecido alvo. Mais convenientemente as pré-drogas sdo rotuladas com um
grupo detectavel, por exemplo radiorrotulado, a fim de facilitar a deteccao
mais tarde em tecidos ou células. Entretanto, um rétulo nao é requerido uma
vez que outros ensaios adequados para a pré-droga ou seus metabdlitos
(incluindo a droga origem) possam também ser empregados. Estes ensaios
incluiriam a espectrometria de massa, HPLC, bioensaios ou imunoensaios
por exemplo. O ensaio pode detectar a pré-droga e qualquer um ou mais de
seus metabdlitos, porém preferivelmente o ensaio é conduzido para detectar
apenas a geragao da droga origem. Isto é com base na suposicdo (que
pode n&do ser assegurado em todos 0s casos) que o grau e taxa de conver-
sao da pré-droga para difosfato origem antiviralmente ativo é o mesmo so-
bre todos os tecidos testados. De outra maneira, alguém pode testar para o
difosfato.

O tecido alvo preferivelmente ser4 o tecido linféide quando ava-
liando quanto as pré-drogas Uteis no tratamento da infecgdo por HIV. O te-

cido linféide sera conhecido ao técnico e inclui as células CD4, linfécitos,
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nodos de linfa, macréfagos e células tipo macréfago incluindo mondcitos tal
como células monociticas de sangue periféricos (PBMCs) e células gliais. O
tecido linféide também inclui tecidos nao-linféides que sdo enriquecidos em
tecidos linféides ou células, por exemplo pulmao, pele e bago. Outros alvos
para outras pro-drogas antivirais, claro, serdo os sitios primarios de replica-
¢ao ou laténcia para o virus particular concernido, por exemplo, figado para
hepatite e nervos periféricos para HSV. Similarmente, os tecidos alvos para
tumores de fato serdo os tumores sozinhos. Estes tecidos sdo todos bem-
conhecidos pelo técnico e ndo requerem experimentacdo indevida para se-
lecionar. Quando avaliando quanto aos compostos antivirais, o tecido alvo
pode ser infectado pelo virus.

Tecidos ndo-alvos ou células também séo avaliados como parte
do método aqui. Qualquer numero ou identidade de tais tecidos ou células
podem ser empregados a este respeito. Em geral, os tecidos para qual a
droga origem é esperada ser téxica serdo empregados como tecidos nao-
alvo. A selegdo de um tecido nao-alvo é totaimente dependente da natureza
da pro-droga e a atividade da origem. Por exemplo, tecidos nao-hepaticos
seriam selecionados para pré-drogas contra a hepatite, e células nao-
transformadas do mesmo tecido como o tumor bastariam para a avaliagcdo
de pré-droga seletiva de antitumor.

Deveria ser observado que o método desta invengéo é distinto
dos estudos tipicamente compreendidos a determinar a biodisponibilidade
oral de pro-drogas. Em estudos da biodisponibilidade oral, o objetivo é iden-
tificar uma pré-droga que passa na circulagcdo sistdémica substancialmente
convertida em droga origem. Na presente invengéo, o objetivo é encontrar
pré-drogas que ndo sejam metabolizaveis no trato gastrointestinal ou circu-
lagdo. Desse modo, os tecidos alvo a serem avaliados no método desta in-
vengé@o geralmente nao inclui o intestino delgado ou, se os intestinos sédo
incluidos, entdo os tecidos também incluem os tecidos adicionais exceto o
intestino delgado.

Os tecidos alvos e nao-alvos empregados no método de avalia-

¢ao desta invencéo tipicamente serdo um animal vivo intacto. As pré-drogas
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contendo ésteres sdo mais desejavelmente testadas em cachorros, macacos
ou outros animais do que roedores; camundongos e plasma de rato contem
niveis altos de circulacdo de esterases que podem produzir um resultado
enganoso se o objetivo terapéutico desejado é um ser humano ou mamifero
mais importante.

N&o é necessario praticar este método com animais intactos.
Esta também no escopo desta invengdo empregar érgéos perfundidos, cul-
tura in vitro de orgaos (por exemplo enxertos de pele) ou linhagens de célu-
las mantidas em varias formas ou cultura de célula, por exemplo frascos em
cilindro ou sistemas de suspenséo de gravidade zero. Por exemplo, as cé-
lulas MT-2 podem ser empregadas como um tecido alvo para selecionar
pro-drogas de HIV. Desse modo, o termo "tecido" nao seria construido para
requerer as estruturas celulares organizadas, ou as estruturas de tecidos
quando elas podem ser encontradas na natureza, embora tal seria preferido.
De preferéncia, o termo "tecido" seria construido para ser sinénimo com
células de uma fonte particular, origem ou estagio de diferenciagao.

O tecido alvo e ndo-alvo pode de fato ser o mesmo tecido, po-
rém os tecidos serdo em diferentes estados biolégicos. Por exemplo, o mé-
todo aqui pode ser empregado para selecionar quanto as pré-drogas que
conferem atividade em tecido viralmente infectado (tecido alvo) porém que
permanegam substancialmente inativos em células viralmente nao-
infectadas (tecido néo-alvo correspondente). A mesma trajetéria seria em-
pregada para selecionar pré-drogas profilaticas, isto é, pr6-drogas metaboli-
zadas em formas antiviralmente ativas incidentais para infeccéo viral porém
que permanegam substancialmente ndao-metabolizadas em células nao in-
fectadas. Similarmente, as pré-drogas podem ser avaliados em células
transformadas e o tecido contraparte néo-transformado. Isto seria particu-
larmente util em testagem comparativa para selecionar pré-drogas para o
tratamento de malignidades hematoldgicas, por exemplo leucemias.

Sem ser limitado por qualquer teoria particular de operacao, as
pré-drogas seletivas de tecido sdo todavia para ser seletivamente apreendi-

das por células alvo e/ou seletivamente metabolizadas dentro da célula,
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quando comparado a outros tecidos ou células. A Unica vantagem das pré-
drogas de metoxifosfonato aqui é que seu metabolismo para o dianion em
pH fisiologico garante que eles serdo incapazes de difundirem-se recuando
da célula. Eles portanto permanecem eficazes durante longos periodos de
tempo e s@o mantidos em concentragbes intracelulares elevadas, desse
modo exibindo poténcia aumentada. Os mecanismos para atividade realca-
da no tecido alvo acredita-se incluirem captacdo realcada pelas células
alvo, retencgéo intracelular realga, ou ambos os mecanismos de funciona-
mento juntos. Entretanto, a maneira em que a seletividade ou liberacao re-
alcada ocorre no tecido alvo nao é importante. Também n&o é importante
que toda da conversdo metabdlica da pré-droga para o composto origem
ocorre dentro do tecido alvo. Apenas a conversdo de conferéncia de ativi-
dade de droga final necessita ocorrer no tecido alvo; o metabolismo em ou-
tros tecidos pode fornecer intermediarios finalmente convertidos em formas
antiviral no tecido alvo.

O grau de seletividade ou liberagido realcada que é desejada
variara com o composto origem e a maneira em que é avaliada (% de distri-
buicao de dose ou concentragdo de droga origem). Em geral, se a droga
origem anteriormente possui uma janela terapé&utica generosa, um baixo
grau de seletividade pode ser suficiente para a pré-droga desejada. Por ou-
tro lado, os compostos téxicos podem requerer mais avaliagdo extensiva
para identificar as pré-drogas seletivas. A despesa relativa do método desta
invengéo pode ser reduzida avaliando-se apenas no tecido alvo e tecidos
contra que o composto origem é conhecido para ser relativamente téxico,
por exemplo para PMEA, que é nefrotéxica em doses mais altas, o foco pri-
mario sera no rim e tecidos linféides.

A etapa de determinar a atividade antiviral relativa de uma pré-
droga nos tecidos selecionados ordinariamente é concluida ensaiando-se os
tecidos alvo e nao-alvo para a presenca relativa ou atividade de um meta-
boélito da pré-droga, cujo metabdlito é conhecido por ter, ou é convertido em,
um metabodlito tendo atividade antiviral ou antitumor. Desse modo, tipica-

mente um determinaria a quantidade relativa da droga origem nos tecidos
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em substancialmente o mesmo curso de tempo a fim de identificar as pré-
drogas que sdo preferencialmente metabolizadas no tecido alvo em um
metabdlito ativo de antitumor ou antiviralmente ou precursor deste que no
tecido alvo ultimamente produz o metabdlito ativo. No caso dos compostos
antivirais, o metabdlito ativo é o difosfato dos compostos origem de fosfo-
nato. E este metabdlito que e incorporado no acido nucléico viral, desse
modo truncando o alongamento de filamento de &cido nucléico e fazendo
parar a replicagéo viral. Os metabdlitos da pré-droga podem ser metabdlitos
anabolicos, metabdlitos catabdlicos, ou o produto de anabolismo e catabo-
lismo juntos. A maneira em que o metabdlito é produzido néo é importante
na pratica do método desta invencao.

O método desta invengdo ndo é limitado a ensaiar um metabd-
lito que por si préprio possui atividade antiviral ou antitumor. Em vez de, um
pode ensaiar precursores inativos dos metabdlitos ativos. Os precursores do
metabdlito de difosfato antiviralmente ativo incluem o monofosfato da droga
origem, monofosfatos de outros metabdlitos da droga origem (por exemplo,
uma modificagdo intermediaria de um substituinte sobre a base heterocicli-
ca), a origem propriamente dita e metabdlitos gerados pela célula na con-
versao da pré-droga para a origem antes da fosforilagdo. As estruturas pre-
cursoras podem variar consideravelmente quando elas sdo o resultado do
metabolismo celular. Entretanto, esta informacao é anteriormente conhecida
ou pode ser facilmente determinada por alguém versado na técnica.

Se a pré-droga a ser ensaiada nao exibe atividade antitumor ou
antiviral por si propria entdo os ajustes para os resultados de ensaio bruto
podem ser requeridos. Por exemplo, se o procedimento intracelular do me-
tabdlito inativo em um metabdlito ativo ocorre em diferentes taxas entre os
tecidos sendo testados, os resultados de ensaio bruto com o metabélito ina-
tivo necessitariam ser ajustados as das diferencas entre os tipos de células
porque o parametro pertinente é a geracéo da atividade no tecido alvo, nao-
acumulagé@o de metabdlitos inativos. Entretanto, a determinagdo dos propri-
Os ajustes estaria na experiéncia ordinaria. Desse modo, quando a etapa (d)

do meétodo aqui chama-se para determinar a atividade, a atividade pode ser



10

15

20

25

30

14

ou avaliada diretamente ou extrapolada. N&o significa que o método aqui
seja limitado a apenas ensaiar intermediarios que sdo ativos por si préprio.
Por exemplo, a auséncia ou declinio da pré-droga nos tecidos teste pode
ser ensaiado. A etapa (d) apenas requer a taxacdo da atividade conferida
pela pré-droga quando ela interage com o tecido concernido, e esta pode
ser com base na extrapolagdo ou outras medidas indiretas.

A etapa (d) do método desta invengdo chama-se para determi-
nar a atividade "relativa” da pré-droga. Sera entendido que isto nao requer
que cada e todos os ensaios ou séries de ensaios necessariamente deve
também conter fusdes com o tecido ndo-alvo selecionado. No contrario, esta
no escopo desta invengdo empregar controles histéricos dos tecidos ou te-
cido ndo-alvo, ou algoritmos representando resultados a serem esperados a
partirde tais tecidos ndo-alvo, a fim de fornecer a atividade n3o-alvo ben-
chmark.

Os resultados obtidos na etapa (d) sdo em seguida empregados
idealmente para selecionar ou identificar uma pré-droga que produza ativi-
dade antiviral maior no tecido alvo do que no tecido ndo-alvo. E esta pré-
droga que é selecionada para outro desenvolvimento.

Sera apreciado que alguma pré-taxagdo dos candidatos de pré-
droga pode ser empreendida antes da pratica do método desta invencao.
Por exemplo, a pr6-droga necessitara ser capaz de passar largamente nao-
metabolizada em todo o trato gastrointestinal, ele necessitara ser substanci-
almente estavel no sangue, e deveria ser capaz de penetrar as células pelo
menos em algum grau. Na maioria dos casos também necessitaria comple-
tar um primeiro passo da circulagao hepatica sem metabolismo substancial.
Tais pré-estudos sdo opcionais, e sdo bem-conhecidos por aqueles versa-
dos na técnica.

A mesma razao como € descrita acima quanto a atividade antivi-
ral é aplicavel em pré-drogas de antitumor de analogos de nucleotideo de
metoxifosfonato também. Estes incluem, por exemplo, pré-drogas de PMEG,
o analogo de guanila de PMEA. Neste caso, fosfonatos citotoxicos tal como

PMEG sé&o candidatos de valor para prosseguir quando sua citotoxidade de
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fato confere sua atividade antitumor.

Um composto identificado por este novo método de avaliagao
entdo pode ser admitido em um programa clinico ou pré-clinico tradicional
para confirmar que os objetivos desejados alcancados. Tipicamente, uma
pro-droga é considerada ser seletiva se a atividade ou concentragdo de
droga origem no tecido alvo (% de distribuicdo de dose) é maior do que 2,
e preferivelmente 5x, aquela do composto origem em tecido ndo-alvo. Alter-
nativamente, um candidato de pré-droga pode ser comparado contra uma
pré-droga de marca de nivel. Neste caso, a seletividade é relativa em vez de
absoluta. As pré-drogas seletivas serdao aquelas resultando em mais do que
cerca de 10x de concentragéao ou atividade no tecido alvo quando compara-
do com o protétipo, embora o grau de seletividade seja uma matéria de dis-
crigao.

Novo Método para Preparacédo de Materiais de Partida ou Intermediarios.

Da mesma forma aqui incluida é um método melhorado para
fabricagdo de materiais de partida (drogas origem) desta invencdo, PMEA e
(R)-PMPA. Tipicamente, este método compreende reagir 9-(2-hidroxipropil)-
adenina (HPA) ou 9-(2-hidroxietil)adenina (HEA) com um alcéxido de mag-
nésio, depois disso adicionar o p-tolueno-sulfoniloximetilfosfonato sintona
aglicona protegido (tosilato) & mistura de reacao, e recuperar PMPA ou
PMEA, respectivamente.

Preferivelmente, HPA é o enancidomero R isolado ou enriqueci-
do. Se uma mistura de HPA quiral é usada, R-PMPA pode ser isolada da
mistura de PMPA quiral apds a sintese ser concluida.

Tipicamente o tosilato é protegido por grupos alquila inferior,
porém outros grupos adequados serdo evidentes para o técnico. Pode ser
conveniente empregar o tosilato pré-substituido com os substituintes de
fosfonato de pré-droga que sdo capazes de agir como grupos de protegao
na reagao de tosilagdo, desse modo permitindo alguém desviar a etapa de
desprotecao e diretamente recuperar a pré-droga ou um intermediario por-
tanto.

O grupo alquila do alcéxido de magnésio ndo é critico e pode
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ser qualquer C; - Ce alquila normal ou ramificada, porém é preferivelmente t-
butila (para PMPA) ou isopropila (para PMEA). As condi¢bes de reagéo da
mesma forma néo s&o criticas, porém preferivelmente compreendem aque-
cer a mistura de reagao a cerca de 70 - 75°C com agitac@o ou outra agita-
¢ao moderada.

Se néo existe interesse em reter os substituintes de fosfonato, o
produto € desprotegido (usualmente com bromotrimetilsilano onde o grupo
de protecao de tosilato é alquila), e o produto entéo recuperado por cristali-
zagao ou outro método convencional como sera evidente para o técnico.

Base Heterociclica

Nos compostos desta invencao representados nas estruturas (3)

e (4), a base heterociclica B é selecionada das estruturas

R15
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onde

R' é H, OH, F, CI, Br, I, OR™, SH, SR, NH,, ou NHR";

R'™ e Cy - GCs alquila ou C, - C¢ alquenila incluindo CHz, CH.CHs,
CH,CCH, CH,CHCH, e C3H;

R é Cy - G alquila ou C, - Cs alquenila incluindo CHs, CH,CHa,
CH,CCH, CH,CHCH; e C3Hy;

R'® é N, CF, CCl, CBr, Cl, CR™, CSR', ou COR'®,

R' é H, C, - Gy alquila, C, - Cy alquenila, C, - Cg alquinila, C; - Cqo

alquil-C4 - G alcéxi, ou C; - Cy aril-alquila ndo substituida ou
substituida por OH, F, ClI, Br, ou |, R" portanto incluindo -CHs,
CH:CHjs, -CHCH_, -CHCHBr, -CH,CH,CI, -CH,CH,F, -CH,CCH, -
CH>CHCH_, -C3Hz, -CH,0OH, -CH;OCHj;, -CH,OC,Hs, -CH,OCCH,
-CH,OCH,CHCH,, -CH,C3H;, -CH,CH,OH, - CH,CH.OCHs,, -
CH.CH,OC;Hs, - CH,CH,OCCH, - CH,CH,OCH,CHCH,, e
CH,CH,OC3H;
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R2° é N ou CH;
R?! é N, CH, CCN, CCF3, CC=CH ou CC(O)NHy;
R é H, OH, NH,, SH, SCH;, SCH,CH;, SCH,CCH, SCH,CHCH,

SCsH7,  NH(CH3), N(CHs),, NH(CHoCH3), N(CH:CHsa)s,

NH(CH,CCH), NH(CH.CHCH,), NH(CsH;), halogénio (F, Cl, Br,

ou ) ou X onde X é —~(CHy)m(0)n(CH2)mN(R'), onde cada m é

independentemente 0-2,né0-1, e
R™ independentemente é

H,

C1 - Cys alquila, C; - Cys alquenila, Cq - Css arilalquenila, Cg- Cys
arilalquinila, C; - Cys alquinila, C; - Ce-alquilamino-C+ - Cs alquila, Cs - Cys
aralquila, Ce - C1s heteroaralquila, Cs - Cs arila, C, - Cs heterocicloalquila,

Cz - Cys alquila, C3 - Cys alquenila, Cg - Cys arilalquenila, C; - Cys
alquinila, C7 - Cys arilalquinila, C; - Ce-alquilamino-C, - Cg alquila, Cs - Cis
aralquila, Cs - C1s heteroalquila, C; - Cg heterocicloalquila onde metileno na
porgao alquila ndo-adjacente a N° foi substituida por —O-,

opcionalmente ambos R' sdo unidos com N para formar um
heterociclo de C; - Cs saturada ou ndo-saturada contendo um ou dois hete-
roatomos N e opcionalmente um heteroatomo S ou O adicional,

ou um dos grupos R'® anteriores que é substituido por 1 a3

halo, CN ou Ns; porém opcionalmente pelo menos um grupo R' nao é H;

R é H, OH, F, CI, Br, I, SCHs, SCH,CH,, SCH,CCH, SCH,CHCH,,
SCsH7, OR'™, NH,, NHR" ou R%: e
R34 é 0, S ou Se.

B da mesma forma inclui igualmente as bases heterociclicas
protegidas ou ndo-protegidas, particularmente bases de pirimidina e purina.
Os grupos de protegdo para aminas exociclicas e outros grupos labeis sdo
conhecidos (Greene e outros. "Protective Groups in Organic Synthesis") e
incluem N-benzoila, isobutirila, 4,4’-dimetoxitritila (DMT) e outros. A selegéo
do grupo de protegao serd evidente para o versado na técnica e depende da
natureza do grupo labil e da quimica que o grupo de protecédo é esperado

encontrar, por exemplo acidico, bdsico, oxidativo, redutivo ou outras condi-



10

15

20

25

18

¢cOes. Espécies protegidas exemplares sdo N*-benzoilcitosina, N°-
benzoiladenina, N2-isobutirilguanina e outros.
Bases protegidas tem as férmulas Xa.1, Xla.1, XlIb.1, Xlla.1 ou

Xlla.1
R R

RZ2A o
P 21 2 1
fl"m REO Fg . HMJI%\ o R@JW/N\ FP?&/\
O)\T’Rm RzaA/L\Rg I Tﬁz Rag.J*Rzol Tﬁz I\l\,\]? N\F *

\>_

N

Xa.1) XJa.1) (XIb.1) (XIa.1) (XIIa.1)

onde R', R, R*', R* tem os significados previamente definidos: R??* & R®
ou R* contanto que R* nao seja NH,; R®* é R® ou R® contanto que R®
ndo seja NH,; R* é NHR*, NHC(O)R* ou CR*'N(R*), onde R* & C; - Cyo
alquila, Cy - Cy9 alquenila, C;- Cyo arila, adamantoila, alquilanila, ou C3- Cyo
arila substituida por 1 ou 2 dtomos ou grupos selecionados de halogénio,
metila, etila, metdxi, etéxi, hidréxi e ciano; R*® é C, - Cy, alquila, ou ambos
R* juntos s&o 1-morfolino, 1-piperidina ou 1-pirrolidina; R® & C;- Ci. alquila,
incluindo metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, t-butila, pentila,
hexila, octila, e decanila,; e R*' & hidrogénio ou CHa.

Para bases de estruturas Xla.1 e XIb.1, se R* esta presente em
R*" ou R®", ambos os grupos R®* na mesma base geralmente serdo os
mesmos. R* exemplares séo fenila, fenila substituida por um dos substi-
tuintes de arila de R* anteriores, -CyoHis (onde CioHis é 2-adamantoila),
-CHz-CgHs, -CeHs, -CH(CH3)2, CH.CHa, metila, butila, t-butila, heptanila, no-
nanila, undecanila, ou undecenila.

Bases especificas incluem hipoxantina, guanina, adenina, cito-
sina, inosina, timina, uracila, xantina, derivados de 8-aza de 2-aminopurina,
2,6-diaminopurina, 2-amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina e xantina;
derivados de 7-deaza-8-aza de adenina, guanina, 2-aminopurina, 2,6-
diaminopurina, 2-amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina e xantina; deri-
vados de 1-deaza de 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 2-amino-6-

cloropurina, hipoxantina, inosina e xantina; derivados de 7-deaza de 2-



10

15

20

25

19 eee ete stee %o

aminopurina, 2,6-diaminopurina, 2-amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina
e xantina; derivados de 3-deaza de 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 2-
amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina e xantina; 6-azacitosina; 5-
fluorocitosina;  5-clorocitosina;  5-iodocitosina; 5-bromocitosina;  5-
metilcitosina;  5-bromoviniluracila;  5-fluorouracila;  5-clorouracila;  5-
iodouracila; 5-bromouracila; 5-trifluorometiluracila; 5-metoximetiluracila; 5-
etiniluracila e 5-propiniluracila.

Preferivelmente, B € um residuo de 9-purinila selecionado de
guanila, 3-deazaguanila, 1-deazaguanila, 8-azaguanila, 7-deazaguanila,
adenila, 3-deazaadenila, 1-deazaadenila, 8-azaadenila, 7-deazaadenila,
2,6-diaminopurinila, 2-aminopurinila, 6-cloro-2-aminopurinila e 6-tio-2-
aminopurinila, ou um B’ é um residuo de 1-pirimidinila selecionado de citosi-
nila, 5-halocitosinila, e 5-(Cy - Cs-alquil)citosinila.

Grupos preferidos tem a férmula

onde

R% independentemente ¢ halo, oxigénio, NH,, X ou H, porém opcio-
nalmente pelo menos um R%2 é X;

X é -(CH2)m(0)n(CH2)mN(R™®), onde cadamé 0-2,né60-1, e

R'" independentemente é

H,

C1 - Cys alquila, C, - Cys alquenila, Cs - Cys arilalquenila, Cg - Cis
arilalquinila, C - Cys alquinila, C4 - Ce-alquilamino-C; - Cs alquila, Cs - Cys
aralquila, Ce- Cis heteroaralquila, Cs- Cg arila, C, - C¢ heterocicloalquila,

C2- Cys alquila, Cs- Cys alquenila, Ce - Cys arilalquenila, Cs- Cys
alquinila, C; - Cys arilalquinila, C; - Ce-alquilamino-C; - C¢ alquila, Cs - Cis
aralquila, Cs - C1s heteroalquila ou C; - C¢ heterocicloalquila onde metileno
na porgéo alquila ndo-adjacente a N° foi substituida por —O-,

opcionalmente igualmente R'® sdo unidos com N para formar um
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heterociclo de C, - Cs saturado ou ndo-saturado contendo um ou dois hete-
roatomos N e opcionalmente um heteroatomo S ou O adicional,

ou um dos grupos R'® anteriores é substituido por 1 a 3 halo, CN
ou Ng; porém opcionalmente pelo menos um grupo R'® ndo é H; e

Z é N ou CH, contanto que o nicleo heterociclico varie de puri-
na por nao mais do que um Z.

Os grupos E representam os aglicons empregados nos andlogos
de nucleotideo de metoxifosfonato. Preferivelmente, o grupo E é -
CH(CHj3)CHz- ou -CH,CH,-. Da mesma forma, é preferido que os grupos la-
terais em centros quirais no aglicon estejam substancialmente somente na
configuragé@o (R) (exceto para hidroximetila, que é o enanciémero enriqueci-
do (3)).

R' é um oxiéster hidrolisavel in vivo tendo a estrutura -OR® ou
-OR® onde R* é definido na coluna 64, linha 49 da patente U.S. de N°
5.798.340, aqui incorporado por referéncia, e R® é acima definido. Preferi-
velmente R' é ariloxi, fenéxi ordinariamente nao substituido ou para-
substituido (como definido em R®).

R? é um residuo de aminoacido, opcionalmente contanto que
qualquer grupo de carbéxi ligado por menos do que cerca de 5 atomos ao N

de amidato seja esterificada. R tipicamente tem a estrutura

]FM

Ril v hL\\
. O a
Rl ki3
n
@

onde
n é1ou2;
R" é R® ou H; preferivelmente R® = C; - Cs alquila; Cs - C, alquila

substituida independentemente com OH, halogénio, O ou N; Cs -
Ce arila; Cs - Cg arila que é independentemente substituido com

OH, halogénio, O ou N; ou C3 - C¢ que é independentemente
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substituida com OH, halogénio, O ou N;

R™ independentemente é H ou C; - Cy alquila que é ndo-substituida
ou substituida por substituintes independentemente seleciona-
dos do grupo consistindo em OH, O, N, COOR"" e halogénio; C,
- Cs arila que é ndo-substituida ou substituida por substituintes
independentemente selecionados do grupo consistindo em OH,
O, N, COOR'"' e halogénio; ou C; - Cs aril-alquila que é nao-
substituida ou substituida por substituintes independentemente
selecionados do grupo consistindo em OH, O, N, COOR"' e ha-
logénio;

R'" independentemente é C(O)-OR''; amino; amida; guanidinila;
imidazolila; indolila; sulféxido; fosforila; C;-Cs-alquilamino, C; -
Csalquildiamino; C, - Cg alquenilamino; hidréxi; tiol; C - C; alco-
xi; Cy - Cs alquitiol; (CH,),COOR"; C, - Cs alquila que é nao-
substituido ou substituido com OH, halogénio, SH, NH,, fenila,
hidroxifenila ou C7 - C+ alcoxifenila; C, - Ce alquenila que é néo-
substituido ou substituido com OH, halogénio, SH, NH,, fenila,
hidroxifenila ou C; - Cy, alcoxifenila; e Cs - C1, arila que é nao-
substituida ou substituida com OH, halogénio, SH, NH,, fenila,
hidroxifenila ou C; - C alcoxifenila; e

R é H ou C; - Gy alquila ou Cy - Co alquila independentemente
substituida com OH, halogénio, COOR", O ou N; Cs - Cs arila;
Cs - Ce arila que é independentemente substituida com OH, ha-
logénio, COOR'"', O ou N; ou Cs - Cs arilalquila que é indepen-
dentemente substituida com OH, halogénio, COOR'",OouN.
Preferivelmente, R'' é C, - Cq alquila, mais preferivelmente iso-

propila, R™ é a cadeia lateral de um aminoécido de ocorréncia natural, n =

1, R” é H e R™ é H. No composto de estrutura (2), a invengéo inclui meta-

bélitos nos quais os ésteres de isopropila e fenéxi foram hidrolisados em

-OH. Similarmente, os metabdlitos de fosfonoamidato enriquecido desesteri-

ficado dos compostos (5a), 5(b) e (6) sdo incluidos dentro do escopo desta

invencgao.
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Arila e a substituicao de "O" ou "N" sdo definidos na coluna 16,
linhas 42 - 58, da Patente U.S. N2 5.798.340.

Tipicamente, os aminodcidos estdo em estado natural ou | ami-
noacidos. Os exemplos especificos adequados sdo mencionados na Pa-
tente U.S. N2 5.798.340, por exemplo Tabela 4 e col. 8 - 10 da mesma.

Alquila como aqui empregado, a menos que estabelecido ao
contrario, € um hidrocarboneto normal, secundario, terciario ou ciclico. A
menos que estabelecido ao contrario a alquila é C; - Cy, . Exemplos sao
-CHj, -CH2CHa, -CH;CH>CHjs, -CH(CHs). , -CH,CH,CH,CHjz), -CH,CH(CHa).,
-CH(CH3)CH;CHs, -C(CHa)s, -CH.CH,CH,CH,CHs, -CH(CH3)CH.CH.CHj,
-CH(CHCHg)z, -C(CHs).CH.CHj), -CH(CH3)CH(CHa), , -CH.CH.CH(CHa),),
-CH2CH(CH3)CH,CHs, -CH.CH,CH,CH,CH,CHs;, -CH(CH3)CH,CH,CH,CHs,
-CH(CH2CH,;)(CH.CH,CH), -C(CHa;)2CH.CH,CH3,
-CH(CH3)CH(CH3)CH:CHs,  -CH(CH3)CH,CH(CHa),  -C(CH3)(CH2CHs).,
-CH(CH2CH3)CH(CHg)z, -C(CH3),CH(CHs3),, € -CH(CH3)C(CHa)s . Alquenila e
alquinila s&o definidos no mesmo estilo, porém contém pelo menos uma li-
gacao dupla ou tripla, respectivamente.

Onde os grupos de enol ou ceto sdo descritos, os tautdmeros
correspondentes devem ser construidos como ensinado também.

Os compostos de pré-droga desta invengao sao fornecidos na
forma de base livre ou os varios sais enumerados na Patente U.S. Ne
5.798.340, e sdo formulados com excipientes farmaceuticamente aceitaveis
ou diluentes de solvacdo para uso como produtos farmacéuticos também
como mencionado na Patente U.S. N2 5.798.340. Estas pro-drogas tém as
utilidades antivirais ja estabelecidas para as drogas origem (veja a Patente
U.S. N2 5.798.340 e outras citagdes referentes aos analogos de nucleotideo
de metoxifosfonato). Sera entendido que o diasteredmero de estrutura (4)
pelo menos ¢ util como um intermediario na produg@o quimica da droga ori-
gem por hidrdlise in vitro, independente de seu carater relativamente nio-
seletivo como descrito nos estudos inclusos.

A invengdo serd mais totaimente entendida por referéncia aos

seguintes exemplos :
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Exemplo 1a
NHsy

xS - 1f e “ﬁ

Adenina para PMEA empregando-se Isopropoxido de Magnésio.

A uma suspensé&o de adenina (16,8 g, 0,124 mol) em DMF (41,9 ml) foi adi-
ciondo carbonato de etileno (12,1 g, 0,137 mol) e hidréxido de sédio (100 g,
0,0025 mol). A mistura foi aquecida a 130°C durante a noite. A reacao foi
resfriada para baixo de 50°C e tolueno (62,1 ml) foi adicionado. A pasta flui-
da foi também resfriada para 5°C durante 2 horas, filtrada, e enxaguada com
tolueno ( 2 vezes). O sélido umido foi seco em vacuo a 65°C para produzir
20,0 g (90%) de 9-(2-hidroxietil)adenina como um sdlido esbranquigado.
Ponto de fuséo : 238 a 240°C .

NHg . \
'\JNI:? + Tsovﬁ(oEt) -%oi—%» ‘:%: N) o LJNHI \ ]

lP(OEt)g H(OH)Z

9-(2-Hidroxietil)adenina (HEA) (20,0 g, 0,1 12 mol) foi suspenso
em DMF (125 ml) e aquecido para 80°C. Isopropéxido de magnésio (11,2 g,
0,0784 mol), ou alternativamente t-butéxido de magnésio, foi adicionado a
mistura seguido por p-toluenossulfoniloximetilfosfonato de dietila (66,0 g,
0,162 mol) durante uma hora. A mistura foi agitada a 80°C durante 7 horas.
30 ml de volateis foram removidos por meio de destilagdo a vacuo e a rea-
¢ao foi recarregada com 30 ml de DMF fresco. Apds o resfriamento para a
temperatura ambiente, bromotrimetilsilano (69,6 g, 0,450 mol) foi adicionado
e a mistura aquecida para 80°C durante 6 horas. A reacdo foi concentrada
para produzir uma goma espessa. A goma foi dissolvida em 360 ml de agua,
extraida com 120 ml de diclorometano, ajustada pra pH 3,2 com hidréxido
de sodio, e a pasta fluida resultante agitada em temperatura ambiente du-
rante a noite. A pasta fluida foi resfriada para 4°C durante uma hora. Os sé-
lidos foram isolados por filtragem, lavados com 4gua (2 vezes), e secos em
vacuo em 56°C para produzir 20 g (65,4%) de 9-[2-(fosfonometoxi)-
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etilladenina (PMEA) como um sélido branco. Ponto de fusdo: > 200°C dec.
'H RMN (D;0) o 3,49 (t, 2H); 3,94 (t, 2H); 4,39 (t, 2H); 8,13 (s, 1H); 8,22 (s,

1H).
Exemplo 1b
NHp o ' Ha
J e [ 4
- 0o “&%
N H'/Me 1302C N~ N
. . N, -OH -
H/Me

Adenina em PMPA empregando t-Butdxido de Maanésio. Em

uma suspensao de adenina (40 g, 0,296 mol) em DMF (41,9 ml) foi adicio-
nado carbonato de (R)-propileno (34,5 g, 0,338 mol) e hidréxido de sédio
(480 g, 0,012 mol). A mistura foi aquecida em 130°C durante a noite. A rea-
¢ao foi resfriada em 100°C e tolueno (138 ml) foi adicionado seguido por
acido metanossulfénico (4,7 g, 0,049 mol) a0 mesmo tempo que mantendo a
temperatura de reagdo entre 100 - 110°C. Tolueno adicional (114 mi) foi
adicionado para criar uma solugdo homogénea. A solugdo foi resfriada em
3°C durante 7 horas e em seguida sustentados em 3°C durante uma hora. O
sélido resultante foi isolado por filtragdo e enxagiiado com acetona (2x). O
sélido umido foi seco in vacuo em 80°C para produzir 42,6 g (75%) de (R)-9-
[2-(hidroxi)propilladenina (HPA) como um sélido esbranquicado. Ponto de
fusédo: 188 - 190°C.

,B + TsO\/P(OEt)g DMF fI N:&}
S;" P(OEl)e P(OH)a

H "Me H’TVIe 9

(R)-9-[2-(hidréxi)propilladenina (HPA) (20,0 g, 0,104 mol) foi
suspensa em DMF (44,5 ml) e aquecida em 65°C. t-Butéxido de magnésio
(14,2 g, 0,083 mol), ou alternativamente isopropéxido de magnésio, foi adi-
cionado a mistura durante uma hora seguido por p-toluenossulfoniloximetil-
fosfonato de dietila (66,0 g, 0,205 mol) durante duas horas ao mesmo tempo
que a temperatura foi mantida em 78°C. A mistura foi agitada em 75°C du-
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rante 4 horas. Apos o resfriamento abaixo de 50°C, bromotrimetilsilano (73,9
g, 0,478 mol) foi adicionado e a mistura aquecida em 77°C durante 3 horas.
Quando completa, a reagao foi aquecida em 80°C e os voléteis foram remo-
vidos por meio de destilagdo atmosférica. O residuo foi dissolvido em agua
(120 ml) em 50°C e em seguida extraido com acetato de etila (101 ml). O pH
da fase aquosa foi ajustado para pH de 1,1 com hidréxido de sédio, semea-
do com (R)-PMPA, e o pH da camada aquosa foi reajustado para pH de 2,1
com hidroxido de sédio. A pasta fluida resultante foi agitada em temperatura
ambiente durante a noite. A suspensio foi resfriada em 4°C durante trés
horas. O sélido foi isolado por filtragao, lavado com agua (60 ml), e seco em
vacuo em 50°C para produzir 18,9 g (63,5%) de (R)-9-[2-
(fosfonometdxi)propilladenina bruta (PMPA) como um sdélido esbranquicado.

(R)-9[2-(fosfonometdxi)propilladenina bruta foi aquecida em re-
fluxo em agua (255 ml) até todos os sélidos dissolvidos. A solugao foi resfri-
ada em temperatura ambiente durante 4 horas. A pasta fluida resultante foi
resfriada em 4°C durante trés horas. O sélido foi isolado pr filtracéo, lavado
com agua (56 ml) e acetona (56 ml) e seco in vacuo em 50°C para produzir
15,0 g (50,4%) de (R)-9[2-(fosfonometoxi)propilladenina (PMPA) como um
soélido branco. Ponto de fusao: 278 - 280°C.

Exemplo 2
Preparagao de GS-7171 (lil)
Esquema 1
NH, NH;
)I\> . D—N=C=N—<:>
k /\P—OH - l\ N p—o
: BN NMP L/)
(amdro)
I I
NH, NH, NHz
NP W vy g O
s l A~ SOCl,, o _EtN N 0" Bag
N Bﬂ@ e W
/ o O, H ¢
£ i &

(o]
GS-7171



10

15

20

25

26

o}
NH, 5 NHeo oM
O
Nji 7 /\('? Q H =~ QH l\t/ | N\> /\9 Q
NT N 07 "Bwg X, N g
\\:/ quo (o) NH
- \\‘ CHam - \\‘\00 Y
v o \/ v o}
GS-7340 GS-7340-02

Um reator alinhado de vidro foi carregado com PMPA anidra, (1)
(14,6 kg, 50,8 moles), fenol (9,6 kg, 102 moles), e 1-metil-2-pirrolidinona (39
kg). A mistura foi aquecida em 85°C e trietilamina (6,3 kg, 62,3 moles) foi
adicionada. Uma solugéo de 1,3-dicicloexilcarbodiimida (17,1 kg, 82,9 mo-
les) em 1-metil-2-pirrolidona (1,6 kg) foi em seguida adicionada durante 6
horas em 100°C. O aquecimento foi prosseguido durante 16 horas. A reacdo
foi resfriada em 45°C, agua (29 kg) adicionada, e resfriada em 25°C. Os s6-
lidos foram removidos da reagao por filtragdo e enxaguados com agua (15,3
kg). O filtrado combinado e enxaguado foi concentrado em uma pasta fluida
castanha sob resséo reduzida, agua (24,6 kg) adicionada, e ajustada para
pPH =11 com NaOH (25% em &gua). Os finos foram removidos por filtragem
através de terra diatomacea (2 kg) seguidos por um enxagiie com agua (4,4
kg). O filtrado combinado e enxaguado foi extraido com acetato de etila (28
kg). A solugéo aquosa foi ajustada para pH = 3,1 com HCI (37% em agua) (4
kg). O bruto I foi isolado por filtragdo e lavado com metanol (12,7 kg). A
torta Umida bruta Il foi fluidizada em pasta em metanol (58 kg). Os sdélidos
foram isolados por filtragdo, lavados com metanol (8,5 kg), e secos sob
presséo reduzida para produzir 9,33 kg de Il como um pé branco: '"H RMN
(D20) 8 1,2 (d, 3H), 3,45 (q, 2H), 3,7 (9, 2H), 4 (m, 2H), 4,2 (q, 2H), 4,35 (dd,
2H), 6,6 (d, 2H), 7 (t, 1H), 7,15 (t, 2H), 8,15 (s, 1H), 8,2 (s, 1H); *'P RMN
(D20) & 15,0 (desacoplado).

GS-7171 (Ill). (Esquema 1) Um reator alinhado de vidro foi car-
regado com PMPA de monofenila, (Il), (9,12 kg, 25,1 moles) e acetonitrila
(30,7 kg). Cloreto de tionila (6,57 kg, 56,7 moles) foi adicionado abaixo de
50°C. A mistura foi aquecida em 75°C até os sdlidos dissolvidos. A tempe-



10

15

20

25

27 E .E. Yee® W00 .E. ecee :..

ratura de reacgéo foi aumentada para 80°C e os volateis (11,4 kg) coletados
por destilagéo atmosférica sob nitrogénio. O residuo de pote foi resfriado em
25°C, diclorometano (41 kg) adicionado, e resfriado em -29°C. Uma solugéo
de isopropil éster de (L)-alanina (7,1 kg, 54,4 moles) em diclorometano (36
kg) foi adicionada durante 60 minutos e, -18°C seguido por trietilamina (7,66
kg, 75,7 moles) durante 30 minutos em -18°C a -11°C. A mistura de reacao
foi aquecida para temperatura ambiente e lavada cinco vezes com solugao
de diidrogenofosfato de sédio (10% em agua, 15,7 cada lavagem). A solu-
¢ao organica foi seca com sulfato de sédio anidro (18,2 kg), filtrada, enxa-
guada com diclorometano (28 kg), e concentrada em um 6leo sob pressio
reduzida. Acetona (20 kg) foi carregada para o éleo e a mistura concentrada
sob press&o reduzida. Acetona (18,8 kg) foi carregada para o dleo resul-
tante. A metade da solugéo do produto foi purificada por cromatografia du-
rante um leito de 38 x 38 cm de 22 kg de silica-gel 60, 230 a 400 mesh. A
coluna foi eluida com 480 kg de acetona. A purificagéo foi repetida na se-
gunda metade do 6leo empregando acetona e silica-gel fresca. As fragdes
suportando o produto limpo foram concentradas sob pressao reduzida em
um 6leo. Acetonitrila (19,6 kg) foi carregada ao 6leo e a mistura concentrada
sob press&o reduzida. Acetonitrila (66,4 kg) foi carregada e a solucéo esfri-
ada em 0 a -5°C durante 16 horas. Os sélidos foram removidos por filtracao
e o filtrado concentrado sob presséo reduzida em 5,6 kg de Il como um dleo
escuro: 'H RMN (CDCl3) 8 1,1 (m, 12H), 3,7 (m, 1H), 4,0 (m, 5H), 4,2 (m,
1H),5,0 (m, 1H), 6,2 (s, 2H), 7,05 (m, 5H), 8,0 (s, 1H), 8,25 (d, 1H); *'P RMN
(CDCl3) 6 21,0, 22,5 (desacoplado).

Método Alternado para GS-7171 (lll)

Esquema 2

[
SiT
NHy o N

NH;

NN o socy, © N)t[%

]*N _I :} S P—0H >~ > k\Nl NL/)Ag—o—@
y ) oH

P g

(anidro)
1 o
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k\N’ N f: S0Ch, ——9——>-————>- 0o > mzcoé o
! H CH,Cl, .
H X : \> GS-71

PMPA de Monofenila (ll). Um frasco de base circular com con-

densador de refluxo e entrada de nitrogénio foi colocado em um banho de
6leo a 70°C. O frasco foi carregado com PMPA (1) anidro (19,2 g, 67 mmo-
les), N,N-dimetilformamida (0,29 g, 3,3 mmoles), e sulfona de tetrametileno
(40 mL). Cloreto de tionila (14,2 g, 119 mmoles) foi adicionado durante 4
horas. O aquecimento foi aumentado para 100°C durante 0 mesmo tempo.
Uma solugdo homogénea resultou. Fenoxitrimetilsilano (11,7 g, 70 mmoles)
foi adicionado a solugdo durante 5 minutos. O aquecimento no banho de
oleo a 100°C continuou durante mais duas horas. A reacgao foi derramada
em acetona agitando rapidamente (400 mL) com resfriamento a 0°C. Os sé-
lidos foram isolados por filtragem, secos sob pressao reduzida, e dissolvidos
em metanol (75 mL). O pH da solugéo foi ajustado para 3,0 com solugdo de
hidréxido de potassio (45% aq.) com resfriamento em gelo/agua. Os sélidos
resultantes foram isolados por filtragem, enxaguados com metanol, e secos
sob pressao reduzida para 20,4 g Il (Esquema 2) como um pé branco.
GS-7171 (lil). PMPA de Monofenila (ll) (3 g, 8,3 mmoles), sulfo-

na de tetrametileno (5 mL), e N,N-dimetilformamida (1 gota) foram combina-

dos em um frasco de base circular em um banho de 6leo a 40°C. Cloreto de
tionila (1,96 g, 16,5 mmoles) foi adicionado. Apés 20 minutos, a solugao cla-
ra foi removida do aquecimento, diluida com diclorometano (10 ml), e adici-
onada a uma solugéo de isopropil éster de (L)-alanina (5 g, 33 mmoles) e
diisopropiletilamina (5,33 g, 41 mmoles) em diclorometano (20 mL) a -10°C.
A mistura de reagao foi aquecida para a temperatura ambiente e lavada trés
vezes com solugao de dihidrogenofosfato de sédio (10% ag., 10 mL de cada
lavagem). A solugéo organica foi seca em sulfato de sédio anidro e concen-
trada sob press&o reduzida para um 6leo. O éleo foi combinado com &cido

fumarico (0,77 g, 6,6 mmoles) e acetonitrila (40 mL) e aquecido ao refluxo
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para produzir uma solugdo homogénea. A solugdo foi resfriada em um ba-
nho de gelo e os sdlidos isolados por filtragem. O sal de fumarato de GS-
7171 sdlido foi seco sob pressao reduzida a 3,7 g. O sal (3,16 g, 5,3 mmo-
les) foi suspenso em diclorometano (30 mL) e agitado com solugdo de car-
bonato de potassio (5 mL, 2,5 M em agua) até o sélido ser dissolvido. A ca-
mada organica foi isolada, em seguida, lavada com &gua (5 mL), seca em
sulfato de sédio anidro, e concentrada sob pressdo reduzida para proporci-
onar 2,4 g de lll como uma espuma castanha.

Exemplo 3
A . Separagao diasteredmera por Cromatografia de Eluicio de Batelada.

Os diasteredmeros de GS-7171 (lll) foram resolvidos por cro-
matografia de eluigdo de batelada empregando-se uma coluna HPLC semi-
preparativa, de 21 x 250 mm, 20 pm, Chiralpak AS comercialmente disponi-
vel com uma coluna protetora de 21 x 50 mm, 20 um, Chiralpak AS. A Chi-
ralpak® AS & um material de embalamento patenteado fabricado pela Dia-
cel e vendido na América do Norte pela Chiral Technologies, Inc. (as Pa-
tentes U.S. N% 5.202.433, RE 35.919, 5.434.298, 5.434.299 e 5.498.752). A
Chiralpak AS é uma fase estacionaria quiral (CSP) compreendida de amilo-
setris[carbamato de (S)-a-metilbenzila] revestida sobre um suporte de silica-
gel.

A mistura diastereomérica de GS-7171 »foi dissolvida em fase
movel, e aliquotas de aproximdamente 1 g de GS-7171 foram bombeadas
sobre o sistema cromatografico. O diasteredmero indesejdo, designado GS-
7339, foi o primeiro pico amplo maior (aproximadamente 15 minutos de du-
ragé@o) para eluir da coluna. Quando o pico de GS-7339 tiver terminado de
eluir, a fase mével foi imediatamente mudada para 100% de alcool de meti-
la, que causou o diasteredmero desejado, designado GS-7340 (IV), para
eluir como um pico agudo da coluna com a dianteira de solvente de alcool
de metila. O alcool de metila foi empregado para reduzir o tempo total do
ciclo. Apés o primeiro par de inje¢des, ambos os diasteredmeros foram co-
letados como uma fragdo grande Unica contendo um dos diasteredmeros

purificados (>99,0% de diasteredmero Gnico). Os solventes de fase mével
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foram removidos em vacuo para produzir o diasteredmero purificado como
uma espuma friavel.

Em torno de 95% da massa de GS-7171 de partida foram recu-
perados nas duas fragdes de diasteredmero. A fracdo de GS-7340 compre-
endia 50% do total de massa recuperada .

As condigbes cromatograficas foram como segue :

Fase Mdvel (Inicial) GS-7171-Acetonitrila : Alcool de Isopropila

(90:10)
Fase Mével (Final) 100% de Alcool de metila
Fluxo 10 mU/minuto
Tempo de Desempenho :  Cerca de 45 minutos
Detecgao : UVa275 nm
Temperatura . Ambiente
Perfil de eluigédo : GS-7339 (diasteredomero B)

GS-7340 (diasteredmero A; (1V))
B. Separacao Diastereémera de GS-7171 por Cromatografia de SMB

Para uma descricdo geral de cromatografia de leito mével si-
mulada (SMB), veja Strube e outro, "Organic Process Research and Deve-
lopment" 2:305 - 319 (1998).

GS-7340 (IV). GS-7171 (lll), 2,8 kg, foi purificado por cromato-

grafia de leito mével simulada sobre leitos de 10 cm por 5 cm de empacota-

mento (Chiral Technologies Inc., 20 micron Chiralpak AS revestida sobre
silica-gel) (1,2 kg). As colunas foram eluidas com 30% de metanol em ace-
tonitrila. As fragGes suportando o produto foram concentradas em uma solu-
¢ao de IV em acetonitrila (2,48 kg). A solucédo solidificou-se em uma massa
cristalina dmida com acetonitrila em descanso. A massa cristalina foi seca
sob pressdo reduzida em um pé cristalino castanho, 1.301 kg de IV, 98,7%
de pureza diastereomérica : ponto de fusdo 117 - 120°C; 'H- RMN (CDCl,) &
1,15 (m, 12H), 3,7 (t, 1H), 4,0 (m, 5H), 4,2 (dd, 1H), 5,0 (m, 1H), 6,05 (s, 2H),
7,1 (m, 5H), 8,0 (s, 1H), 8,2 (s, 1H); °'P RMN (CDCl5) § 21,0 (desacoplados)
C. Separacao Diasteredmera por RP-HPLC C18

GS-7171 (lll) foi cromatografado por HPLC de fase reversa para

sscee
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separar os diasteredmeros empregando-se o seguinte protocolo resumo.

Coluna cromatografica : Phenomenex Luna® C18(2), 5 um, 100

A de tamanho de poro, (Phenomenex, Torrance, CA), ou equivalente.

Coluna Protetora

Fase Moével

Gradiente de Fase Mdvel :

Pellicular C18 (Alltech, Deerfield, IL), ou equi-
valente.

A - 0,02% (85% ) HsPO, em agua : acetonitrilo
(95:5)

B - 0,02% (85% ) HsPO, em agua : acetonitrilo
(50:50)

Tempo % de fase mével A % de fase mével B
0 100 0
5 100 0
7 70 30
32 70 30
40 0 100
50 0 100
Tempo de Desempenho : 50 minutos

Atraso do Equilibrio
Taxa de Fluxo
Temperatura
Deteccao

Solugao de Amostra

Tempos de Retencéo

10 minutos a 100% de fase mével A

1,2 mL/min

Ambiente

UV a 260 nm

20 mM de tampao de fosfato de sédio, pH 6
GS-7339, em torno de 25 minutos
GS-7340, em torno de 27 minutos

D. Separacao Diasteredmera por Cristalizagao
GS-7340 (IV). Uma solugdo de GS-7171 (lll) em acetonitrila foi

concentrada para uma espuma ambar (14,9 g) sob pressdo reduzida. A es-

puma foi dissolvida em acetonitrila (20 mL) e semeada com um cristal de IV.

A mistura foi agitada durante a noite, resfriada para 5°C, e os sélidos isola-

dos por filtragem. Os sélidos foram secos para 2,3 g de IV como cristais,
98% de pureza diastereomérica (*'P RMN): 'H- RMN (CDCl) & 1,15 (m,
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12H), 3,7 (t, 1H), 3,95 (m, 2H), 4,05 (m, 2H), 4,2 (m, 2H), 5,0 (m, 1H), 6,4 (s,
2H), 7,1 (m, 5H), 5,0 (s, 1H), 8,2 (s, 1H); 'P-RMN (CDCl5) 19,5 (desacopla-
do). A analise de cristal de raio X de um cristal tnico selecionado deste pro-

duto produziu os seguintes dados:

Cor cristal, Habito incolor, coluna
Dimensoées de cristal 0,25x 0,12 x 0,08 mm
Sistema Cristal ortorrémbico

Tipo Trelica Primitivo

Parametros de Trelica a=8.352(1) A

b =15.574(2) A
c =18.253(2) A
V =2374.2(5) A

Grupo de Espaco P2:2:2: (n° 19)
Valor Z 4

Deaic 1.333 g/cm®
Fooo 1008,00
(MoK o) 1,60 cm™
Exemplo 4

Preparacao de Sal de Fumarato de GS-7340
GS-7340-02 (V). (Esquema 1) Um reator revestido de vidro foi
carregado com GS-7340 (IV), (1.294 kg, 2,71 moles), acido fumaérico (284 g,

2,44 moles), e acetonitrila (24,6 kg). A mistura foi aquecida ao refluxo para

dissolver os sdlidos, filtrada enquanto quente e resfriada para 5°C durante
16 horas. O produto foi isolado por filtragem, enxaguado com acetonitrila
(9,2 kg), e seco para 1329 g (V) como um pé branco: ponto de fusdo 119,7 -
121,1°C; [o]o™ - 41,7° (c 1,0, 4cido acético).
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Exemplo 5

Preparagao de GS-7120 (V1)

Esquema 3

NHy NH, NH,
> S, \W ka/[\ o f
g /\%; Soch, O maN, NL/)/\l?wo
OH CH;CN LCl, / NH

H ANV
I VI o

GS-7120

Um frasco de base circular de 5 litros foi carregado com PMPA
de monofenila, (Il), (200 g, 0,55 mol) e acetonitrila (0,629 kg). Cloreto de
tionila (0,144 kg, 1,21 mol) foi adicionado abaixo de 27°C . A mistura foi
aquecida a 70°C até os sélidos dissolverem-se. Os volateis (0,45 L) foram
removidos por destilagdo atmosférica sob nitrogénio. O residuo de pote foi
resfriado para 25°C, diclorometano (1,6 kg) foi adicionado e a mistura foi
resfriada para -20°C . Uma solugdo de éster de etila de acido (L)-o. amino-
butirico (0,144 kg, 1,1 mol) em diclorometano (1,33 kg) foi adicionada du-
rante 18 minutos a -20 a -10°C seguido por trietilamina (0,17 kg, 1,65 mol)
durante 15 minutos a -8 a -15°C. A mistura de reacgéo foi aquecida para a
temperatura ambiente e lavada quatro vezes com solugdo de diidrogeno-
fosfato (10% aq., 0,3 L cada lavagem). A solugdo organica foi seca com
sulfato de sédio anidro (0,5 kg) e filtrada. Os sélidos foram enxaguados com
diclorometano (0,6 kg) e o filtrado combinado e enxaguado foi concentrado
para um oleo sob presséo reduzida. O dleo foi purificado por cromatografia
sobre um leito de 15 x 13 cm de 1,2 kg de silica-gel 60, 230 a 400 mesh. A
coluna foi eluida com um gradiente de diclorometano e metanol. As fracdes
transportando o produto foram concentradas sob pressdo reduzida para
proporcionar 211 g de VI (Esquema 3) como uma espuma castanha.

Exemplo 5a
Separagao Diasteredmera de GS-7120 por Cromatografia de Eluicdo de

Batelada.

A mistura diastereomérica foi purificada empregando-se as con-
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digbes descritas para GS-7171 no Exemplo 3A exceto para o seguinte :

Fase Mdvel (Inicial) . GS-7120 - Acetonitrila : Alcool de Isopropila
(98:2)

Fase Mével (Final) : 100% de Alcool de metila

Perfil de eluigdo :  GS-7341 (diasteredmero B)

GS-7342 (diasteredémero A)

Exemplo 6
Separacao Diastereémera de GS-7120 por Cristalizacao

Um frasco de base circular de 1 litro foi carregado com PMPA de
monofenila, (II), (50 g, 0,137 mol) e acetonitrila (0,2 L). Cloreto de tionila
(0,036 kg, 0,303 mol) foi adicionado com uma exoterma a 10°C. A mistura
foi aquecida ao refluxo até os sélidos dissolverem-se. Os volateis (0,1 L)

foram removidos por destilagdo atmosférica sob nitrogénio. O residuo de

pote foi resfriado a 25°C, diclorometano (0,2 kg) foi adicionado, e a mistura

foi resfriada a -20°C. Uma solugéo de éster de etila de acido (L)-o. aminobu-
tirico (0,036 kg, 0,275 mol) em diclorometano (0,67 kg) foi adicionada du-
rante 30 minutos a -20 a -8°C seguido por trietilamina (0,042 kg, 0,41 mol)
durante 10 minutos em até -6°C. A mistura de reacao foi aquecida para a
temperatura ambiente e lavada quatro vezes com solugao de diidrogeno-
fosfato de sédio (10% aq., 0,075 L cada lavagem). A solugdo organica foi
seca com sulfato de sédio anidro (0,1 kg) e filtrada. Os sélidos foram enxa-
guados com acetato de etila (0,25 L, e o filtrado combinado e enxaguado foi
concentrado em um dleo sob pressao reduzida. O dleo foi diluido com ace-
tato de etila (0,25 L), semeado, agitado durante a noite, e resfriado para -
15°C . Os sdlidos foram isolados por filtragem e secos sob pressao reduzida
para proporcionar 17,7 g de GS-7342(Tabela 5) como um pé castanho: 'H
RMN (CDCls) 6 0,95 (t, 3H), 1,3 (m, 6H), 1,7 ( m, 2H), 3,7 (m, 2H), 4,1 (m,
6H), 4,4 (dd, 1H), 5,8 (s, 2H), 7,1 (m, 5H), 8,0 (s, 1H), 8,4 (s, 1H); *'P RMN
(CDCls) & (desacoplado).

Exemplo 7
Separacédo Diasteredmera de GS-7097.

A mistura diastereomérica foi purificada empregando-se as con-
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di¢cbes descritas para GS-7171 (Exemplo 3A) exceto para o seguinte :

Fase Movel (Inicial) : GS-7120 - Acetonitrila : Alcool de Isopropila
(95:5)

Fase Mével (Final) : 100% de Alcool de metila

Perfil de eluigao i GS-7115 (diasteredmero B)

GS-7114 (diasteredmero A)

Exemplo 8
Procedimento Alternativo para a Preparacio de GS-7097
GS-7097: PMPA de Fenila, Amidato de L-alanila de Etila. PMPA

de Fenila (15,0 g, 41,3 mmoles), hidrocloreto de éster de etila de L-alanina

(12,6 g, 83 mmoles) e trietilamina (11,5 mL, 83 mmoles) foram suspensos
juntamente em 500 mL de piridina sob N, seco. Esta suspensdo foi combi-
nada com uma solugao de trifenilfosfina (37,9 g, 145 mmoles), Aldritiol 2
(2,2'-dissulfeto de dipiridila) (31,8 g, 145 mmoles), e 120 mL de piridina. A
mistura foi aquecida em uma temperatura interna de 57°C durante 15 horas.
A reagéo concluida foi concentrada sob vacuo para uma pasta amarela, 100
g- A pasta foi purificada por cromatografia de coluna sobre um leito de 25 x
11 cm de 1,1 kg de silica-gel 60, 230 a 400 mesh. A coluna foi eluida com 8
litros de metanol a 2% em diclorometano seguido por um gradiente linear
durante um curso de eluente de 26 litros até uma composicdo final de 13%
de metanol. As fragbes transportando o produto claro foram concentradas
para produzir 12,4 g de (5) cru, 65% de teoria. Este material foi contaminado
com cerca de 15% (peso) de hidrocloreto de trietilamina por 'H RMN. A
contaminagéo foi removida dissolvendo-se o produto em 350 mL de acetato
de etila, extraindo-se com 20 mL de agua, secando-se a solugéo organica
sobre sulfato de sédio anidro, e concentrando-se para produzir 11,1 g de
GS-7097 puro como um sélido branco, 58% de produgéo. O processo tam-
bém é empregado para sintetizar a mistura diastereomérica de GS-7003a e
GS-7003b (o amidato de fenilalanila) e a mistura de GS-7119 e GS-7335 (o
amidato de glicila). Estes diasteredbmeros sdo separados empregando-se um
procedimento de eluigdo em batelada, tal como mostrado no Exemplo 3A, 6
e’7.
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Exemplo 9
Estudos In Vitro de Diasteredmeros de Pro-droga

A atividade anti-HIV-1 in vitro e citotoxicidade em células MT-2 e
estabilidade em plasma humano e extratos de célula MT-2 de GS-7340
(base livre) e fumarato de diisoproxila de tenofovir (TDF), sdo conhecidos
na Tabela 1. A GS-7340 mostra um aumento de 10 vezes e atividade antivi-
ral relativa a TDF e um aumento de 20 vezes em estabilidade de plasma.
Esta estabilidade de plasma maior espera-se que resulte em maiores niveis
de circulagido de GS-7340 do que TDF apés a administragao oral.

Tabela 1. Atividade e Estabilidade In Vitro.

Atividade | Citotoxi- Estabilidade T 1/2 (min)
HIV-1 cidade
ICs0,m CCsn | Plasma Hu- | Extrato de (P/MT-2)
mano Célula MT-2
GS 7340 0,005 >40 90,0 28,3 3,2
TDF 0,05 70 0,41 70,7 0,006
Tenofovir 5 6000 -- -- --

A fim de estimar o PMPA intracelular relativo resultante do me-
tabolismo intracelular de TDF quando comparado aquele de GS-7340,
igualmente as pré-drogas e PMPA foram radiorotulados e impedidos em
contato com todo o sangue humano em concentragdes eqiiimolares. Apés 1
hora, plasma, células vermelhas do sangue (RBCs) e células mononuclea-
res de sangue periférico (PBMCs) foram isolados e analisados por HPLC
com detecgao radiométrica. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Apés 1 hora, GS-7340 resulta em 10x e 30x a concentragao in-
tracelular total de espécies de PMPA em PBMCs quando comparado a TDF
e PMPA, respectivamente. Em plasma apés 1 hora, 84% da radioatividade é
devido ao GS-7340 intacto, ao passo que nenhum TDF é detectado em 1
hora. Uma vez que nenhum TDF intacto é detectado em plasma, a diferenca
de 10x em 1 hora entre TDF e GS-7340 é a diferenca minima esperada in
vivo. O cromatograma de HPLC para todos os trés compostos em PBMCs é

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Tragos de HPLC/C-14 de Extratos de PBMC de Sangue Humano
Incubados durante 1 hora a 37°C com TDF, GS-7340 ou PMPA .

TDF
TDE/PBMC l
2 pes
5 10 15 20
GS-7340/PBMC
PHPA
4g
/k_. Met. X pypap
o e
0 5 10 15 20
. PMPA/PBMC
. PMPA
o 5 10 15 20

Met. X e Met Y (metabdlitos X e Y) sdo mostrados na Tabela 5.

"p" em caixa baixa designa fosforilagdo. Estes resultados foram obtidos

apés 1 hora em sangue humano. Com tempo crescente, as diferencas in

vitro sdo supostos aumentarem, uma vez que 84% de GS-7340 sao também

intactos em plasma apds uma hora. Porque o GS-7340 intacto esta presente

em plasma apods administragao oral, a eficacia clinica relativa deve ser rela-

cionada aos valores ICso observados in vitro.

Na Tabela 3 abaixo, os valores ICs, de tenofovir, TDF, GS-7340,

diversos nucleosideos e o inibidor de protease nelfinivir sao listados. Como

mostrado, nelfinavir e GS-7340 sdo 2 a 3 ordens de magnitude mais poten-

tes do que todos os outros nucleotideos ou nucleosideos.

Tabela 3. Atividades Anti-HIV-1 In Vitro de Compostos Antiretrovirais.

Composto ICs0 (UM)
Adefovir (PMEA) 13,4 £ 4,2
Tenofovir (PMPA) 6,3 +3,3'
AZT 0,17 +0,08'
3TC 1,8 0,25
daT 8+2,5'
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Composto ICso0 (LM)

Nelfinavir 0,006 + 0,002’
TDF 0,05

GS 7340 0,005

1. A. S. Mulato e J. M. Cherrington, Antiviral Research 36, 91 (1997)

Estudos adicionais da atividdade anti-HIV-1 de cultura de célula

in vitro e CCs, de diasteredmeros separados desta invengdo foram conduzi-

dos e os resultados tabulados abaixo.

Tabela 4. Efeito do Diasteredmero

Composto Diasteredbmero | ICs, (uM) | Quantidade | Ativi- CCs
de altera- | dade (uM)
¢coes A/B
PMPA - 5 1x - 6000
Ala-metiléster Mistura 1:1 0,025 200x 20x 80
GS-6957a A 0,0075 670x
GS-6957b 0,15 33x
Phe-metiléster Misutra 1:1 0,03 170x 10x 60
GS-7003a A 0,01 500x
GS-7003b B 0,1 50x
Gly-etiléster Mistura 1:1 0,5 10x 20x
GS-7119 A 0,05 100x >100
GS-7335 B 1,0 5x
Ala-isopropila Mistura 1:1 0,01 500x 12x
GS-7340 A 0,005 1,000x 40
GS-7339 B 0,06 83x >100
ABA-etila Mistura 1:1 0,008 625x 7,5x >100
GS-7342 A 0,004 1,250x
GS-7341 B 0,03 170x
Ala-etila Mistura 1:1 0,02 250x 10x 60
GS-7114 A 0,005 1,000x
GS-7115 B 0,05 100x

Referéncia de Ensaio :

Arimilli, MN, e outro, (1997) Synthesis,

avaliagao biolégica in vitro e biodisponibilidade oral de pré-drogas de 9-[2-
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(fosfonometoxi)propilJadenina (PMPA). Quimica e Quimioterapia Antiviral
8(6): 557 - 564.

"Phe-metiléster" é o monoamidato de metilfenilalaninila, mo-
noéster de fenila de tenofovir; "gly-metiléster'é o monoamidato de metilgli-
cila, monoéster de fenila de tenofonir .

Em cada caso acima, o isdmero A é acreditado ter a mesma
estereoquimica absoluta como GS-7340 (S), e o isdmero B acredita-se ter a
mesma estereoquimica absoluta que o GS-7339.

A estabilidade e metabolismo in vitro de diasterebmeros separa-
dos foram determinados em PLCE, extrato de MT-2 e plasma humano. Uma
amostra bioldgica listada abaixo, 80 ulL, foi transferida para um tubo centri-
fugo de tampa de rosca e incubada a 37°C durante 5 minutos. Uma solucdo
contendo 0,2 mg/uL do composto teste em um tampao adequado, 20 pL, foi
adicionada a amostra biolégica e misturada. A mistura de reacéo, 20 uL, foi
imediatamente tirada uma amostra e misturada com 60 uL de metanol con-
tendo 0,015 mg/mL de 2-hidroximetilnaftaleno como um padréo interno para
analise de HPLC. A amostra foi tomada como a amostra tempo zero. Em
seguida, em pontos especificos do tempo, a mistura de reacgéo, 20 L, foi
tirada amostra e misturada com 60 uL de metanol contendo o padrao inter-
no. A mistura desse modo obtida foi centrifugada a 15.000 G durante 5 mi-

nutos e o sobrenadante foi analisado com HPLC sob as condicbes abaixo

descritas.
As amostras bioldgicas avaliadas sao como segue :

(1) PLCE (carboxiesterase de figado porcino de Sigma, 160 u/mg
de proteina, 21 mg de proteina/mL) diluido 20 vezes com PBS
(solugdo salina tamponada por fosfato).

(2) Extrato de célula MT-2 foi preparado de células MT-2 de acordo

com o procedimento [A . Pompon, I. Lefebvre. J.- L. Imbach, S.
Kahn, e D. Farquhar, "Antiviral Chemistry & Chemotherapy", 5:
91 - 98 (1994)] exceto para empregar o tampao HEPES descrito
abaixo como o veiculo.

(3) Plasma Humano (plasma humano normal agrupado de George
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King Biomedical Systems, Inc.)

Os sistemas de tampao empregados nos estudos sdo como se-
gue.

No estudo para PLCE, o composto teste foi dissolvido em PBS.
PBS (solugéo salina tamponda por fosfato, Sigma) contém 0,01 M de fosfa-
to, 0,0027 M de cloreto de potassio, e 0,137 M de cloreto de sédio, pH 7,4 a
37°C.

No estudo para extratos de célula MT-2, o composto teste foi
dissolvido em tampéao HEPES. O tampao HEPES contém 0,010 M de HE-
PES, 0,05 M de cloreto de potéssio, 0,005 M de cloreto de magneésio, e
0,005 M de d/-ditiotreitol. PH 7,4 a 37°C.

No estudo para plasma humano, o composto teste foi dissolvido
em TBS. TBS (solugéo salina tamponada por tris, Sigma) contém 0,05 M de
Tris, 0,0027 M de cloreto de potassio, e 0,138 M de cloreto de sédio. PH 7,5
a 37°C.

A analise de HPLC foi realizada sob as seguintes condigées:

Coluna . Zorbax Rx-Cg, 4,6 x 250 mm, 5 u
(MAC-MOD Analytical, Inc. Chadds Ford, PA).

Deteccao : UVa260 nm

Taxa de Fluxo 1,0 mb/min

Tempo de Desempenho : 30 minutos

Volume de Injecao : 20uL

Temperatura de Coluna : Temperatura ambiente.

Fase Modvel A : 50 mM de fosfato de potassio (pH 6,0)/CH;CN
= 95/5 (v/v)

Fase Mével B : 50 mM de fosfato de potassio (pH 6,0)/CH;CN
= 50/50 (v/v)

Desempenho Gradiente : 0 min 100% de Fase moével A

25 min 100% de Fase moével B
30 min 100% de Fase mével B
Os resultados sdo mostrados abaixo na Tabela 5 (também in-

cluindo os dados de ICs, selecionados da Tabela 4).
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PMPA a 37°C.
N¢ | Estrutura de monoa- | HIV Produto e Produto e Estabili-
midato de PMPA ICso taxa de hi- taxa de hi- | dade de
(uM) | drdlise de drélise de Plasma
PLCE extrato de | Humano
MT-2 (HP)
1 to ? G 0,005 | ti2=1,9min | ty2 = 2,9 min | ty, = 148
N oy CHE00H MetX& | MetX& min
Isbmero A GS7114 PMPA PMPA Met.Y
2 w CH, 0,05 |t2,=8,0min| ty2=150,6 | t;» =495
RN CHCOOEY Met.X & min min
= O PMPA MetX& | MetY
IsbmeroB  GS7115 PMPA
3 A C") CI:HQ 0,005 | ti2 =3,3 min t2=28,3 112 =90,0
%OVP—NH'CHCOOIP r Met.X & min min
= O PMPA MetX& | MetY
Isbmero A  GS7340 PMPA
4 lt/o @ cH, 0,06 ti = 10,1 tie > 1000 |ty =231
Y VP\'(';‘P':"CHCOOIP r min min min
o Met.X & Met.Y
IsbmeroB  GS7339 PMPA
5 lt/o Q@  GHCHg 0,004 | t1,=3,9min | t,2,=49,2 |t,,=103
O\ RTNH-CHCOOE Met.X min min
& Ofn MetX & | MetY
Isbmero A GS7342 PMPA
6 | A Q@  GHCH, 0,03 tip=11,3 tie > 1000 | typ =257
j\{O\/P\-NH'CHCC’OEt min min min
= o Met.X Met.Y
IsbmeroB  GS7341
7 | A (,? i 0,05 ti2 < 0,14 ti2=70,7 |ti2=0,41
k_._/O\/P‘OCH?.OGO’P' min min min
= OCH,OCOIPr MonoPOC | monoPOC mono-
GS4331 PMPA PMPA POC
PMPA
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Exemplo 10
Exposicao de PBMC e Plasma Seguindo Administracido Oral de Diastered-

meros de Pré-droga de Caes Beagles.

Os farmacocinéticos de GS 7340 foram estudados em caes
apds administragao oral de uma dose de 10 mg-eqg/kg.

Formulagdes. As pré-drogas foram formuladas como solugbes
em 50 mM de &cido citrico dentro de 0,5 hora antes da dose. Todos os com-
postos empregados nos estudos foram sintetizados por Gilead Sciences. Os

seguintes lotes foram empregados :

se0e
]

GSlI Aminodcido de Amidato| Ester de | Diastere- | Numero do
AA oisbmero Lote
GS-7340-2 Alanina i-Propila |Isémero A| 1504-187-19
GS-7339 Alanina i-Propila |lsémero B| 1509-185-31
GS7114 Alanina Etila Isbmero A| 1509-181-26
GS7115 Alanina Etila Isbmero B| 1509-181-22
GS7119 Glicina Etila Isbmero A| 1428-163-28
GS7342 | Acido a-Aminobutirico Etila |lsémero A| 1509-191-12
GS7341 | Acido a-Aminobutirico Etila |lsémero B| 1509-191-7

Administracao de Dose e Colecdo de Amostra. A fase em vida

deste estudo foi conduzida de acordo com as recomendagdes do "Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals" (publicacdo National Institutes of
Health 86-23) e foi aprovada por um Institutional Animal Care e Use Commi-
ttee. Os cées beagles macho em jejum (10 + 2 kg) foram empregados para
os estudos. Cada medicamento foi administrado como uma dose Unica por
gavagem oral (1,5 - 2 mi/kg). A dose foi de 10 mg equivalentes de PMPA/kg.
Para PBMCs, as amostras de sangue foram coletadas a 0 (pré-dose), 2, 8, e
24 horas apés a dose. Para plasma, as amostras de sangue foram coletadas
a 0 (pré-dose), 5, 15 e 30 minutos , e 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas apds a
dose. O sangue (1,0 ml) foi processado imediatamente para plasma por
centrifugagdo a 2,000 rpm durante 10 minutos. As amostras de plasma fo-
ram congeladas e mantidas a 70°C até serem analisadas.

Preparacdo de Célula Mononuclear de Sanque Periférico

(PBMC). Todo o sangue (8 ml) retirado em pontos especificos do tempo foi
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misturado em proporgdo igual com solugdo salina tamponada de fosfato
(PBS), em camadas sobre 15 ml de solugdo Ficoll-Paque (Pharmacia Bio-
tech) e centrifugado a 400 x g durante 40 minutos. A camada de PBMC foi
removida e lavada uma vez com PBS. O pélete de PMBC formado foi re-
constituido em 0,5 ml de PBS, as células foram ressuspensas, contadas
empregando-se hemocitdmetro e mantidas a 70°C até serem analisadas. O
numero de células multiplicado pelo volume de célula Unica médio foi em-
pregado em calculo de concentragdes intracelulares. Um valor reportado de
200 fentolitros/célula foi empregado como o volume de PBMC em repouso
(B. L. Robins, R. V. Srinivas, C. Kim, N. Bischofberger, e A.Fridland, Antimi-
crob. Agents Chemother. 42, 612 (1998).

Determinacdo de PMPA e Pré-drogas em plasma e PBMCs. A

concentragcdo de PMPA em amostras de plasma de cao foi determinada de-
rivatizando-se PMPA com cloroacetaldeido para produzir um derivado de
N', N°-etenoadenina altamente fluorescente (L. Naesens, J. Balzarini, e E.
De Clercq, Clin. Chem. 38, 480 (1992). Resumidamente, o plasma (100 pl)
foi misturado com 200 i de acetonitrila para precipitar proteina. As amos-
tras foram, em seguida, evaporadas até a secura sob pressio reduzida em
temperatura ambiente. As amostras secas foram reconstituidas em 200 pl
de coquetel de derivatizagao (0,34% de cloroacetaldeido em 100 mM de
acetato de sodio, pH 4,5), vortexada, e centrifugada. O sobrenadante foi, em
seguida, transferido para um tubo de tampa de rosca transparente e incuba-
do a 95°C durante 40 minutos. As amostras derivatizadas foram, em segui-
da, evaporadas até a secura e reconstituidas em 100 ul de agua para anali-
se HPLC .

Antes que o PMPA intracelular pudesse ser determinado por
HPLC, as grandes quantidades de adenina relacionadas com ribonucleoti-
deos presentes nos extratos de PBMC tiveram de ser removidas por oxida-
¢ao seletiva. Empregamos um procedimento modificado de Tanaka e outro
(K. Tanaka, A. Yoshioka, S. Tanaka, e Y. Wataya, Anal. Biochem., 139, 35
(1984). Resumidamente, as amostras de PBMC foram misturadas 1:2 com

metanol e evaporadas até a secura sob pressao reduzida. As amostras se-
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cas foram derivatizadas como descrito no ensaio de plasma. As amostras
derivatizadas foram misturadas com 20 pL de ramnose 1M e 30 puL de peri-
odato de sodio 1M e incubadas a 37°C durante 5 minutos. Seguindo a incu-
bagéo, 40 uL de 4M de metilamina e 20 pL de 0,5M de inosina foram adicio-
nados. Apés a incubagdo a 37°C durante 30 mintuos, as amostras foram
evaporadas até a secura sob pressdo reduzida e reconstituidas em &agua
para analise de HPLC.

Nenhuma pré-droga intacta foi detectada em quaisquer amos-
tras de PBMC. Para amostras de plasma potencialmente contenda pro-
drogas intactas, experiéncias foram realizadas para verificar que nenhuma
outra conversao em PMPA ocorreu durante a derivatizagdo. Os padrdes de
pré-droga foram adicionados ao plasma sem droga e derivatizados como
descrito. Ndo houve nenhum nivel detectavel de PMPA presente em qual-
quer das amostras de plasma, e o percentual projetado de conversao foi
menor do que 1%.

O sistema de HPLC foi compreendido de um sistema de libera-
¢ao de solvente P4000 com auto-injetor AS3000 e detector de fluorescéncia
F2000 (Thermo Separation, San Jose, CA). A coluna foi um coluna Inertsil
ODS-2 (4,6 x 150 mm). As fases méveis empregadas foram: A, 5% de ace-
tonitrila em 25 mM de tampao de fosfato de potassio com 5 mM de brometo
de amonio de tetrabutila (TBABr), pH 6,0; B, 60% de acetonitrila em 25 mM
de tampao de fosfato de potassio com 5 mM de TBAB!, pH 6,0. A taxa de
fluxo foi de 2 ml/min e a temperatura de coluna foi mantida a 35°C por um
forno de coluna. O perfil gradiente foi de 90% de A/10% de B durante 10
minutos para PMPA e 65% de A/ 35% de B durante 10 minutos para a pro-
droga. A detecgéo foi por fluorescéncia com excitacdo a 236 nm e emisséo
a 420 nm, e o volume de injegdo foi de 10 pl. Os dados foram adquiridos e
estocados por um sistema de aquisicdo de dados de laboratério (PeakPro,
Beckman, Allendale, NJ) .

Calculos Farmacocicéticos. As exposi¢cbes a PMPA e pré-droga

foram expressas como areas sob curvas de concentragdo em plasma ou

PBMC de zero a 24 horas (AUC) . Os valores AUC foram calculados empre-
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gando-se a norma trapezoidal.

Concentracdoes de Plasma e PBMC. Os resultados deste estudo

sao mostrados nas Figuras 2 e 3. A Figura 2 mostra o curso de tempo de
resumo do metabolismo de GS 7340-2 de exposigées de plasma e PBMC
seguindo a administrag&o oral e diastereoisémeros puros das pré-drogas de
PMPA.

Figura 2. Concentragdo de PMPA e Pré-droga em Plasma e PBMCs Se-

guindo a Administragao Oral de GS 7340-2 a Caes a 10 mg-eq./keg.
100

10

-o- PMPA em Plasma
~o- 7340-2 em Plasma
-—- PMPA em PBMC

Concentragéo de ug/mL

0.1 4

0.01

0 5 10 15 20 25
Tempo apés a dose (hora)

O gréfico de barras na Figura 2 mostra a AUC (0 a 24 horas) de
tenofovir em céo de PBMCs e plasma apds a administragdo de PMPA s.c.,
TDF e pro-drogas de éster de amidato. Todas as pré-drogas de amidato
exibiram aumentos em exposicao a PBMC. Por exemplo, GS 7340 resulta
em um aumento de ~ 21 vezes em exposigdo a PBMC quando comparado a
PMPA s.c. e TDF; e um decréscimo de 6,25 vezes e 1,29 vezes em exposi-
¢éo ao plasma, respectivamente.
Figura 3. Representa Exposi¢do a Tenofovir em PBMCs e Plasma em Admi-
nistragdo de 10 mg-eq./kg em cées.

AUC (0 a 24 horas) para PMPA em PBMC e Plasma Seguindo uma Dose
Oral de 10 mg-eqg/kg de Pré-drogas de PMPA a Caes
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Estes dados estabelecem in vivo que o GS 7340 pode ser libe-
rado oralmente, minimiza a exposicao sistémica a PMPA e real¢a enorme-
mente a concentragdo intracelular de PMPA nas células primariamente res-

ponsaveis pela replicagao de HIV.
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Exemplo 11
Biodistribuicao de GS-7340

Como parte da caracterizagéo pré-clinica de GS-7340, sua bio-

distribuicdo em caes foi determinada. A distribuicdo do tecido de GS 7340
(monoamidato de alaninila de isopropila, monoéster de fenila de tenofovir)
foi examinado seguindo administragéo oral a cdes beagle. Dois animais ma-
chos foram dosados oralmente com C = GS-7340 (8,85 mg-equiv. de
PMPA/kg, 33,2 uCi/kg; o carbono 8 de adenina é rotulado) em uma solugao
aquosa (50 mM de acido citrico, pH 2,2). As células mononucleares de san-
gue periférico e plasma (PBMCs) foram obtidas durante o periodo de 24 ho-
ras. Urina e fezes foram coletadas da gaiola durante 24 horas. Em 24 horas
apés a dose, os animais foram sacrificados e os tecidos removidos para
andlise. A radioatividade total em tecidos foi determinada por oxidacdo e
contagem de cintilagao liquida.

A biodistribuicdo de PMPA apds 24 horas apés uma dose oral
Unica de GS 7340 radiorrotulado é mostrada na Tabela 4 juntamente com os
dados de um prévio estudo com TDF (GS 4331). No caso de TDF, a con-
centragao de pré-droga no plasma € abaixo do nivel de detec¢édo de ensaio,
e a espécie principal observada em plasma é a droga origem. Os niveis de
PMPA nos tecidos linfaticos, medula 6ssea, e musculo esqueletal sao au-
mentados 10 vezes apds a administragdo de GS 7340.

O acumulo em tecidos linfaticos é consistente com os dados
observados das analises de PBMC, uma vez que estes tecidos sdo com-
postos primariamente de linfécitos. Igualmente, o actimulo em medula éssea
€ provavelmente devido a elevada percentagem de linfécitos (70%) neste

tecido.

soese
.
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Tabela 7. Excregéo e Distribuicdo de Tecido de GS 7340 Radiorrotulado em
Cées (Média, N=2) Seguindo uma Dose Oral a 10 mg-eq. de PMPA/Kg.

Tecido/Fluido GS-4331 GS-7340 Relacao de

% de | Con- % de Con- Concentra-

Dose | centra- | Dose | centra- | ¢&o de Teci-

cao (ug- ¢do (ug- | dodeGS
eq/g) eq/g) 7340 para
GS 4331
Figado 12,40 | 38,30 | 16,45 | 52,94 1,4
Rins 458 | 87,90 | 3,78 80,21 0,9
Pulmoes 0,03 0,53 0,34 4,33 8,2
Nodos de Linfa lliaca 0,00 0,51 0,01 5,42 10,6
Nodos de Linfa Auxiliar | 0,00 0,37 0,01 5,54 14,8
Nodos de Linfa Inguinal | 0,00 0,28 0,00 4,12 15,0
Nodos de Linfa Mesen- | 0,00 1,20 0,04 6,88 57
térica

Glandula da Tiredide 0,00 0,30 0,00 4,78 15,8
Glandula Pituitaria 0,00 0,23 0,00 1,80 7,8
Glandula Salivar (L + R) | 0,00 0,45 0,03 5,54 12,3
Glandula Adrenal 0,00 1,90 0,00 3,47 1,8
Bacgo 0,00 0,63 0,17 8,13 12,8
Pancreas 0,00 0,57 0,01 3,51 6,2
Prostata 0,00 0,23 0,00 2,14 9,1
Testiculos (L + R) 0,02 1,95 0,02 2,01 1,0
Musculo Esqueletal 0,00 0,11 0,01 1,12 10,1
Coracgao 0,03 0,46 0,15 1,97 4,3
Osso femural 0,00 0,08 0,00 0,28 3,5
Medula Ossea 0,00 0,20 0,00 2,05 10,2
Pele 0,00 0,13 0,00 0,95 7,2
Gordura Abdominal 0,00 0,16 0,00 0,90 5,8
Olho (L + R) 0,00 0,06 0,00 0,23 3,7
Cérebro 0,00 | <LOD 0,00 <LOD n.d.
Fluido Cerebroespinhal | 0,00 | <LOD | 0,00 0,00 n.d.
Coluna Espinhal 0,00 | <LOD | 0,00 0,04 n.d.
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Tecido/Fluido GS-4331 GS-7340 Relagao de

%de | Con- | %de | Con- | Concentra-

Dose | centra- | Dose | centra- | ¢&o de Teci-

céo (ug- ¢éo (ug-| dodeGS
eq/q) eq/g) | 7340 para
GS 4331
Estémago 0,11 1,92 0,26 2,68 1,4
Jejum 1,34 3,01 0,79 4,16 1,4
Duodeno 0,49 4,96 0,44 8,77 1,8
ileo 0,01 | 0,50 | 0,16 | 4,61 9,2
Intestino Grosso 1,63 5,97 2,65 47,20 7,9
Vesicula Biliar 0,00 3,58 0,04 25,02 7,0
Bilis 0,00 9,63 0,22 40,48 42
Fezes 40,96 n.d. 0,19 n.d. n.a.
Conteudo Total do Trato | 5,61 n.d. 21,64 n.d. n.a.
Gl
Urina 23,72 n.d. 14,73 n.d. n.a.
Plasma a 24 horas 0,00 0,20 0,00 0,20 1,0
Plasma a 0,25 hora n.a. 3,68 n.a. 3,48 0,9
PBMC* 0,00 n.d. 0,00 63,20 n.d.
Sangue total 0,00 0,85 0,16 0,20 0,2
Recuperacao Total 81,10 68,96

* Calculado empregando-se recuperagéo tipica de 15 x 10° do total de cé-

lulas, e volume médio de PBMC de 0,2 picolitros/célula.

n.s. = nenhuma amostra, n.a. = nédo aplicdvel, n.d. = ndo determinado.
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REIVINDICAGOES

1. Método de avaliagao para identificar uma pré-droga de analo-
go de nucleotideo de metoxifosfonato conferindo a atividade realgada em
um tecido alvo compreendendo:

(a) fornecer pelo menos uma das referidas pré-drogas;

(b) selecionar pelo menos um tecido alvo terapéutico e pelo menos
um tecido nao-alvo;

(c) administrar a pré-droga ao tecido alvo e ao referido pelo menos

um tecido nao-alvo; e
(d) determinar a atividade antiviral relativa conferida pela pré-droga

nos tecidos na etapa (c).

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a atividade
é atividade antiviral ou atividade antitumor.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que a atividade
é atividade antiviral.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que a atividade
é atividade anti-HIV ou anti-HBV.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a pré-droga
é uma pré-droga de PMPA ou PMEA.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que a pré-droga
€ um fosfonoamidato, fosfonoéster ou fosfonoamidato/fosfonoéster mistura-
dos.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, em que o amidato é
um amidato de aminoacido.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 6, em que o éster é
um éster de arila. |

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1 também compreen-
dendo selecionar uma pré-droga tendo uma atividade relativa no tecido alvo
que & maior do que 10 vezes aquela do tecido nao-alvo.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o tecido
alvo e ndo-alvo estdo em um animal, a pré-droga é administrada ao animal e

a atividade relativa é determinada por analise dos tecidos de animais apés a
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administragéo da pré-droga.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a atividade
nos tecidos alvo e nao-alvo é determinada ensaiando-se a quantidade de
pelo e menos um metabdlito da pré-droga nos tecidos.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que o mete-
bélito é a droga origem.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que o meta-
bdlito é o difosfato da droga origem.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o tecido
alvo € tecido viralmente infectado e o tecido ndo-alvo é o mesmo tecido que
nao é viralmente infectado.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o tecido
alvo é tecido linféide e a atividade é atividade anti-HIV.

16. Metodo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o tecido
alvo é figado e a atividade é atividade anti-HBV.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o tecido
alvo € hematolégico e a atividade ¢é atividade antitumor.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o tecido
alvo € maligno e o tecido ndo-alvo é o mesmo tecido porém nao maligno.

19. Composto tendo a estrutura (1)

ol
seVe

@
em que Ra é H ou metila,
e composi¢gbes quiralmente enriquecidas destes, sais, sua base livre e sol-

vatos destes.
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20. Composto tendo a estrutura (2)

NH,
é\‘ " N
0, O
K/O\/P\_O
NH

Hs
HsCY
o)
)

e seus diasteredmeros enriquecidos, sais, base livre e solvatos.

Oﬂll.

21. Composto diastereomericamente enriquecido tendo a estru-

tra (3)
0

| T .
B—E—P-wiR (3)
R2

que € substancialmente livre do diasteredmero (4)

| g
B—E—P-=R @)

g2

em que

R’ € um oxiéster que é hidrolizave! in vivo, ou hidroxila;

B € uma base heterociclica;

R? € hidroxila, ou o residuo de um aminoécido ligado ao atomo P
através de um grupo amino do aminoacido tendo cada substi-
tuinte de carbdxi do aminoacido opcionalmente esterificado, po-
rém nio ambos de R’ e R? sdo hidroxila;

E € -(CHp)z-, -CH(CH3)CH,-, -CH(CH,F)CH,-, -CH(CH,OH)CH-,
-CH(CH=CH,)CH.-, -CH(C=CH)CH_-, -CH(CH;Nz)CH,-,

0
R* RS R’ R’
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-CH(R®)OCH(R®)-, -CH(R®CH,0- ou -CH(R®)O-, em que a liga-
¢ao de mao direita é ligada a base heterociclica;

a linha interrompida representa uma ligagao dupla opcional;

sao independentemente hidrogénio, hidréxi, halo, amino ou um
substituinte tendo de 1-5 atomos de carbono selecionados de
aciloxi, alquildxi, alquiltio, alquilamino e dialquilamino;

sao independentemente H, C;- Cq alquila, Cs- Cs hidroxialquila,
ou C,- C; alcanoila;

e independentemente H, C;- C; alquila, ou sdo tomados juntos
para formar -O- ou -CH,-;

e H, C;- C¢ alquila, Cs- Cg hidroxialquila ou C+- Cg haloalquila; e

€ H, hidroximetila ou aciloximetila;

e seus sais, base livre, e solvatos.

tra (5a)

22. Composto diastereomericamente enriquecido tendo a estru-

(5a)

que é substancialmente livre de diasteredmero (5b)

em que:

11

(5b)
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R11
R12

e metila ou hidrogénio;

independentemente é H, alquila, alquenila, alquinila, arila ou
arilalquila, ou R® independentemente é alquila, alquenila, alqui-
nila, arila ou arilalquila que é substituida com de 1 a 3 substi-
tuintes selecionados de alquilamino, alquilaminoalquila, dialqui-
laminoalquila, dialquilamino, hidroxila, oxo, halo, amino, alquil-
tio, alcoxi, alcoxialquila, ariloxi, ariloxialquila, arilalcéxi, arilalco-
xialquila, haloalquila, nitro, nitroalquila, azido, azidoalquila, al-
quilacila, alquilacilalquila, carboxila, ou alquilacilamino;

€ a cadeia lateral de qualquer aminoacido farmaceuticamente
aceitavel ou de ocorréncia natural e que, se a cadeia lateral
compreende carboxila, o grupo carboxila é opcionalmente este-
rificado com um grupo alquila ou arila;

€ amino, alquilamino, oxo, ou dialquilamino; e

€ amino ou H;

e seus sais, tautdmeros, base livre e solvatos.

23. Composto da estrutura (6)

H3 C\\“; O\l/ ©)
O

e seus sais e solvatos.

24. Composto da estrutura (7)

(“

E CO,H
""° HOZC: ==

H
Hﬁ“‘"\(ﬁ/

o)

mglln

@
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25. Composicao compreendendo um composto como definido
em quaisquer das reivindicagdes 19 - 24 e um excipiente farmaceuticamente
eficaz.

26. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 25, em que o
excipiente é um gel.

27. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 25, que é ade-
quada para administragao tépica.

28. Método para terapia antiviral ou profilaxia compreendendo
administrar um composto como definido em quaisquer reivindicacées 19 - 24
em uma quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz em um indi-
viduo em necessidade de tal terapia ou profilaxia.

29. Método para uso do alcéxido de magnésio compreendendo
reagir 9-(2-hidroxipropil)adenina (HPA) ou 9-(2-hidroxietil)adenina (HEA),
alcoxido de magnésio, e p-toluenossulfoniloximetilfosfonato protegido.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, também compre-
endendo recuperar PMPA ou PMEA, respectivamente.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 29, em que o fosfo-
nato do p-toluenossulfoniloximetilfosfonato é protegido por éster de etila.

32. Metodo de acordo com a reivindicagédo 29, em que o alcoxi-
do é um C,- C; alcoxido.

33. Método de acordo com a reivindicagdo 32, em que o alcoxi-

do é t-butila ou 6xido de isopropila.
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RESUMO
Patente de Invengéo: "PRO-DROGAS DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDEO
DE FOSFONATO E METODOS PARA SELECIONAR E PREPARAR AS
MESMAS".

A presente invencao refere-se a método que é fornecido para
avaliar pré-drogas de andlogos de nucleotideo de metoxifosfonato para
identificar pro-drogas seletivamente alvejando tecidos desejados com ativi-
dade antiviral ou antitumor. Este método tem induzido & identificagéo de no-
vos éster-amidatos misturados de PMPA para terapia retroviral ou hepadna-

viral, incluindo compostos de estrutura (5a)

Rll
N: N
12
<N { N/l/WR

6
l\/OvP"'"O/ R (5a)

tendo grupos substituintes como aqui definido. Composicées destes com-
postos em excipientes farmaceuticamente aceitaveis e seu uso em terapia e
profilaxia sdo fornecidas. Também fornecido é um método para o uso de
alcoxido de magnésio para a preparagédo de materiais de partida e compos-

tos para uso aqui.



