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DESCRIPCION
Profarmaco tenofovir éster monobencilico fosfamida, método de preparacion y uso del mismo
Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de la quimica médica, y especificamente se refiere a un novedoso
compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida, o el hidrato, solvato, sal farmacéuticamente aceptable o isémero
quiral individual del mismo, asi como al método de preparacion del mismo y uso del mismo en medicina.

Antecedentes técnicos

El fumarato de tenofovir disoproxilo (TDF) es un farmaco oral soluble en agua anti-VIH y anti-VHB, estable en el
estdmago, entra en el cuerpo con la sangre después de la absorcion intestinal, y se distribuye uniformemente en los
tejidos humanos; menos del 20% se metaboliza y activa al farmaco parental tenofovir bajo la accion de esterasa, y
después de difosforila a difosfato de tenofovir para tener efecto, y aproximadamente el 80% restante se excreta fuera
del cuerpo en forma original. Para mejorar la biodisponibilidad, actualmente, se adopta habitualmente la estrategia de
introducir el grupo enmascarador en el grupo fosfato de tenofovir para formar el profarmaco liposoluble.
Estructuralmente, un grupo enmascarador se une con el grupo fosfato para formar una estructura fosforamida, otro
grupo unido con el grupo fosfato para formar una estructura de fosfolipido. Se ha demostrado que el compuesto con
esta estructura tiene el efecto de dirigirse al tejido linfatico y hepatico. Los grupos formadores de ésteres incluyen
varios anillos aromaticos y anillos heteroaromaticos, especialmente el fenilo sustituido o sin sustituir (documentos
CN201310041647.4, WO02082841). La patente (CN01813161) divulgé un compuesto GS-7340 obtenido al usar tal
estrategia de profarmaco, que aumenté las propiedades de dirigirse al higado comparado con el fumarato de tenofovir
disoproxilo (TDF), mientras que la eficacia aumento y la toxicidad se redujo. Sin embargo, debido a la inestabilidad del
grupo fenol que actiia como el grupo enmascarador, todavia se puede producir metabolismo en la sangre para producir
el farmaco parental activo tenofovir y, por tanto, produce cierta toxicidad sistémica. El fenol producido por el
metabolismo también tiene toxicidad relativamente alta él mismo. El compuesto profarmaco de tenofovir de tipo bencilo
con sustitucion(es) en el anillo de benceno ha demostrado tener actividades que se dirigen al higado. Las patentes
US20130210757 y CN201380030061.6 divulgaron que un grupo enmascarador era fosforamida formada por el éster
de aminoacido y el grupo fosfato; otro grupo enmascarador era éster bencilico con sustitucion(es) en el anillo de
benceno formado por bencilo con los grupos donantes de electrones tal como metilo en el anillo de benceno en la
posiciéon orto o para, y el grupo fosfato. Sin embargo, no hay notificacion de las investigaciones de sintesis y
bioactividad para el compuesto profarmaco de tenofovir usando el bencilo sin sustituir como un grupo formador de
éster, en parte porque el grupo bencilo sin sustitucion(es) en el anillo de benceno no se puede metabolizar durante el
uso del profarmaco de nucleétido 5-fluorouracilo, lo que produce que no sea activo (documento WO02082841).

El grupo enmascarador de o-metil bencilo de la estructura del compuesto divulgado en el documento
CN201380030061.6 tiene una alta actividad de grupo saliente y baja estabilidad durante el metabolismo de esterasa
en sangre, el grupo de direccionamiento es relativamente mas facil que se separe, por tanto, lleva al aumento relativo
del farmaco parental activo en la sangre y la relativa disminucion del farmaco parental activo en el higado, y afecta la
actividad y toxicidad sistémicas. EI compuesto 7 también se divulgd en el documento US 2013/2010757 A1 para el
tratamiento de enfermedades infecciosas o cancer. Compuestos estructuralmente relacionados adicionales que portan
o-metil bencilo o grupos enmascaradores de bencilo mas sustituido se divulgaron en el documento CN 103980318 A
y por W.A. Lee et al. en ANTIMICROB AGENTS CH, 2005, p.1889-1906.
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Para aumentar la bioactividad de tenofovir y actualizar si actividad antivirus, la presente invencion proporciona una
clase de compuestos de tenofovir éster monobencilico fosfamida sin sustitucion(es) en el anillo de benceno del grupo
bencilo, y el método de preparacion de los mismos, asi como su uso en la infeccion anti-SIDA dirigida a la linfa y el
tratamiento anti-hepatitis B dirigido al higado; comparados con GS-7340 y el compuesto 7, tales profarmacos son mas
estables frente a esterasa, y aumentan mas la estabilidad sistémica y el efecto antivirus dirigido al higado de los
analogos de tenofovir.
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Compendio de la invencion

Los inventores de la presente invencion inventaron una clase de compuestos de tenofovir éster monobencilico
fosfamida, y accidentalmente encontraron que los compuestos de la presente invencidon se pueden metabolizar al
farmaco parental activo de tenofovir (TFV) en el ensayo celular, y por tanto tienen actividades antivirus. En el ensayo
animal in vivo, después de alimentacion forzada gastrica a los ratones, los compuestos se pueden enriquecer en el
higado, donde se metabolizan al producto activo de tenofovir. Comparados con el estado de la técnica, los compuestos
de la presente invencion tienen una mayor actividad anti-VHB, o son mas estables en el plasma, sus segmentos
metabdlicos son mas seguros, y por tanto los efectos secundarios y téxicos sistémicos causados por el metabolismo
en plasma se reducen.

En particular, la presente invencién proporciona un compuesto de tenofovir éster monometilico fosfamida de férmula
general X, y el hidrato, solvato, sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual resuelto del mismo.

NH,
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L, ﬁ/ o
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1

en donde Z se selecciona de O, S, Se, NH- o CH,-,

R1, Rz, R3, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C4-C1g sustituido o sin sustituir,
alquilo ramificado de C3-C1y, cicloalquilo de C3-C1o, y arilo o heteroarilo de Cs-C1o, en donde la sustitucion es de uno a
tres heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, Ny Se.

Preferiblemente,

Z se seleccionade O 0 S,

R1, Rz, Rs, R4, ¥y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C+-Cs sustituido o sin sustituir,
alquilo ramificado de Cs-Csg, cicloalquilo de C3-Cs, y arilo o heteroarilo de Cs-Cyo.

Mas preferiblemente,
Z se selecciona de O,

R1, Rz, Rs, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C+-Cs sustituido o sin sustituir,
alquilo ramificado de Cs3-Cs, y arilo de Cs-Cro.

Preferiblemente, los compuestos de tenofovir éster monobencilico fosfamida de la presente invenciéon se seleccionan
de los compuestos en la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos y las estructuras

Estructura
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Se encontré que la estequiometria del profarmaco puede afectar su capacidad metabdlica y actividad antivirus en los
tejidos a los que se dirige, y la fraccion quiral esta en el atomo de fosforo, y también se encuentra que esta en su grupo
enmascarador de aminoacido. Por ejemplo, los aminoacidos con configuraciones naturales tienen mejores actividades
metabdlicas, y el isémero S del compuesto 3 con la configuracion del atomo de P tiene mayor actividad. Si los sitios
quirales no son puros, estos diastereémeros o racematos necesitan ser enriquecidos quiralmente de modo que el
resultado examinado tenga mas sentido. El isémero con una uUnica configuracion en el centro quiral descrito
anteriormente se obtiene mediante purificacion por resolucién quiral de modo que cada compuesto de prueba es
esencialmente un compuesto con la Unica quiralidad. La formacion del compuesto esencialmente Unico o
enriquecimiento quiral significa que el estereoisbmero en necesidad representa mas de aproximadamente el 60%,
habitualmente mas del 80% y preferiblemente mas del 95% del compuesto en peso. La separacion se lleva a cabo
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mediante la columna de cromatografia inversa o la columna de cromatografia quiral en la presente invencion, y la fase
movil es solucion acuosa de acetonitrilo.

El método de preparacion del compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida puede incluir las siguientes etapas:

A: Se hace reaccionar tenofovir con haluro de bencilo o alcohol bencilico en presencia de bases para producir el
intermedio tenofovir éster monobencilico.

B: El intermedio tenofovir éster monobencilico se hace reaccionar con varios compuestos que contienen grupos NH
terminales para producir el compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida de la presente invencion.

En donde, en la etapa A, tenofovir se hace reaccionar preferiblemente con bromuro de bencilo o alcohol bencilico, y
la base puede ser varias bases inorganicas u organicas, preferiblemente las bases organicas; en la etapa B, los
compuestos que contienen el grupo NH terminal son preferiblemente compuestos éster de aminoacidos o compuestos
amida de aminoacidos.

En particular, ahadir secuencialmente diisopropil etil amina (DIPEA), bromuro de bencilo o alcohol bencilico a una
suspension de tenofovir en acetonitrilo, calentar esta mezcla a 50°C-80°C y agitar conservando el calor durante 2-4
horas, afadir piridina y disolver, y después afiadir secuencialmente trietilamina y cualquiera de clorhidrato de éster
bencilico de glicina, clorhidrato de éster metilico de glicina, clorhidrato de éster isopropilico de L-alanina, clorhidrato
de éster isopropilico de L-fenilalanina, clorhidrato de éster isopropilico de glicina, y clorhidrato de éster isopropilico de
N-fenilglicina, calentar la mezcla a 50°C-80°C y agitar durante 10-60 minutos, afiadir trifenilfosfina y 2,2’-ditiodipiridina
a esta temperatura, agitar durante 3 horas a la temperatura de 50°C-100°C, y después centrifugar a sequedad a
presion reducida. Pasar los residuos a través de una columna de gel de silice (eluida con metanol/cloruro de metileno)
para obtener un producto sélido blanco.

Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar un método de preparacion para un compuesto tenofovir éster
monobencilico fosfoamida de féormula general X, en donde la ruta sintética se presenta como sigue:

NH,
R
<’N Y Y o R
_ O=p 3 O
"N Rom Rs . HN NG PN
\ R — O R Z
0 OH R4 2 N N 4 !
P ReHN N 2R, Ny \) Ra Ri
B (0]
tenofovir X

La presente invencion incluye ademas el método de resolucion quiral del compuesto; recoger eluyentes de diferentes
tiempos de retencion de la separacion en columna de preparacion de HPLC (columna de preparacion; C18, fase movil:
solucion acuosa de acetonitrilo al 10%-50% (V/V)) o la separacion en columna quiral, secar para obtener los isémeros
de diferentes quiralidades.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto tenofovir
éster monobencilico fosfamida, o el hidrato del mismo, o el solvato del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo o el isémero individual resuelto del mismo.

Segun se desee, se pueden usar técnicas convencionales en el campo de la quimica, y la sal farmacéuticamente
aceptable del compuesto de la presente invencion se puede obtener mediante neutralizacién acido-base. Por ejemplo,
dejar el compuesto de la presente invencion reaccionar con acido sulfurico, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
fosférico, acido tartarico, acido fumarico, acido maleico, &acido citrico, acido acético, acido férmico, acido
metanosulfénico, acido toluenosulfénico, acido oxalico o acido succinico para obtener la sal correspondiente. O dejar
el compuesto de la presente invencion reaccionar con hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de bario,
etc., un carbonato alcalino tal como carbonato de sodio y carbonato de calcio, etc., para obtener la correspondiente
sal. La reaccidon se puede llevar a cabo en un solvente tal como agua o un solvente organico tal como etanoal,
tetrahidrofurano, dioxano, etilenglicol, y acido acético, etc., o la mezcla de tal solvente organico y agua. Si se requiere,
la reaccion también se puede llevar a cabo sin ningun solvente.

La composicion farmacéutica de la presente invencion, preferiblemente en forma posoldgica unitaria de preparacion
farmacéutica, se puede hacer en cualquier forma posoldgica farmacéuticamente aceptable durante la preparacion
farmacéutica; estas formas posoldgicas se seleccionan de: comprimidos, comprimidos recubiertos con azucar,
comprimidos recubiertos con pelicula, comprimidos recubiertos entéricos, capsulas, capsulas duras, capsulas blandas,
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liquido oral, agentes orales, granulos, suspensiones, soluciones, inyecciones, supositorios, pomadas, emplastos,
cremas, esprais y parches, preferiblemente preparaciones orales, y lo mas preferiblemente comprimidos y capsulas.

Ademas, la composicion farmacéutica descrita en la presente invencion también comprende un soporte
farmacéuticamente aceptable.

Se pueden usar técnicas convencionales de la farmacéutica para preparar la preparacion farmacéutica, por ejemplo,
mezclar el compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida de la presente invencion, o el hidrato del mismo, o el
solvato del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual resuelto del mismo con un
soporte farmacéuticamente aceptable. El soporte farmacéuticamente aceptable incluye, pero no esta limitado a,
manitol, sorbitol, acido sérbico o la sal de potasio del mismo, metabisulfito de sodio, bisulfito de sodio, tiosulfato de
sodio, clorhidrato de cisteina, acido tioglicélico, metionina, vitamina A, vitamina C, vitamina E, vitamina D, azona, EDTA
disddico, EDTA de calcio sodio, carbonato, acetato, fosfato de metal alcalino monovalente o la solucién acuosa del
mismo, acido clorhidrico, acido acético, acido sulfurico, acido fosférico, aminoacido, acido fumarico, cloruro de sodio,
cloruro de potasio, lactato de sodio, xilitol, maltosa, glucosa, fructosa, dextrano, glicina, almidén, sacarosa, lactosa,
manitol, derivados de silicio, celulosa y derivados de la misma, alginato, gelatina, polivinilpirrolidona, glicerol,
propilenglicol, etanol, tween 60-80, span-80, cera de abeja, lanolina, parafina liquida, alcohol cetilico, éster de acido
galico, agar, trietanolamina, aminoacido basico, urea, glioxildiureido, carbonato de calcio, bicarbonato de calcio,
tensioactivo, polietilenglicol, ciclodextrina, B-ciclodextrina, materiales fosfolipidos, caolin, talco, estearato de calcio, y
estearato de magnesio, etc.

Cuando la composicion farmacéutica de la presente invencion se hace en preparaciones, la forma posoldgica unitaria
puede contener 0,1-1000 mg de la sustancia farmacéuticamente activa de la presente invencion, y el resto es soporte
farmacéuticamente aceptable. Los soportes farmacéuticamente aceptables representan el 0,1-99,9% del peso total de
las preparaciones en peso.

El uso y dosis de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se determinan segun las condiciones de
los pacientes mientras se usan.

La presente invencion, por ultimo, también proporciona el compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida, o el
hidrato del mismo, o el solvato del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual
resuelto del mismo para uso en tratar enfermedades por infecciones viricas, preferiblemente para uso en tratar
infeccion de SIDA o hepatitis B o enfermedades causadas por el virus de la hepatitis B.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se explicara en detalle a continuacion con referencia a los ejemplos especificos, de modo que
los expertos en la materia puedan tener un entendimiento mas exhaustivo de la presente invencién. Los ejemplos
especificos se usan solo para la ilustracion de la solucion técnica de la presente invencién, y no en modo alguno para
la limitacion de la presente invencion.

Forma de realizacion 1: Preparacién del compuesto 1

NH,

NN

| AN

P L o
o] P. (o]
CYSNYY

0O

Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calentd a 80°C y se agitd durante 16 horas y después se evaporoé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afiadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster isopropilico de glicina (10 mmol) a la solucién secuencialmente. La mezcla se calenté a 50°C y se
agité durante 30 minutos, después de ello se afadieron ftrifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se
agité durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapor6 a sequedad a presion reducida después de ello. Los
residuos se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco.
El rendimiento fue el 48%.
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"H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,30 (s, 1H), 7,94, 7,91 (s, s, 1 H), 7,37-7,28 (m, 5 H), 6,10, 6,07 (s, s, 2 H), 5,07-4,89
(m, 3 H), 4,38-4,30 (m, 1 H), 4,14-4,05 (m, 1 H), 3,91-3,86 (m, 2 H), 3,71-3,48 (m, 4 H), 1,25-1,18(m, 9 H); 3'P RMN
(400 MHz, CDCl3) 5 25,76, 25,66; MS (m/z) 477,32 (MH*), 475,18 (MH").

Forma de realizacion 2: Preparacién del compuesto 2

NH;

NN
|)\/[\
LAy .
: OH §

Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calent6 a 80°C y se agitdé durante 16 horas y después se evaporé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster metilico de glicina (10 mmol) a la soluciéon secuencialmente. La mezcla se calent6é a 50°C y se
agité durante 30 minutos, después se anadieron ftrifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se agité
durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapord a sequedad a presion reducida después de ello. Los residuos
se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco. El
rendimiento fue el 57%.

H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,26 (s, 1 H), 7,93, 7,92 (s, s, 1 H), 7,31-7,4 (m, 5 H), 6,37 (s, 2 H) 5,01-4,86 (m, 2 H),
4,33-4,25 (m, 1 H), 4,10-4,01 (m, 1 H), 3,93-3,80 (m, 2 H), 3,67-3,53 (m, 4 H) 1,40-1,14(m, 6 H); 3'P RMN (400 MHz,
CDCl3) & 25,96, 25,73; MS (m/z) 449,30 (MH").

Forma de realizacion 3: Preparacién del compuesto 3
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Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calentd a 80°C y se agité durante 16 horas y después se evaporoé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afiadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster isopropilico de L-alanina (10 mmol) a la solucién secuencialmente. La mezcla se calenté a 50°C y
se agité durante 30 minutos, después se afiadieron trifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se agité
durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapor6 a sequedad a presion reducida después de ello. Los residuos
se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco. El
rendimiento fue el 54%.

H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,34, 8,33 (s, s, 1 H), 7,93, 7,92 (s, s, 1 H), 7,36-7,30 (m, 5 H), 6,00, 5,99 (s, s, 2 H), 5,06-
4,97 (m, 2 H), 4,94-4,89 (m, 1 H), 4,40-4,28 (m, 1 H), 4,14-4,06 (m, 1 H), 4,03-3,92 (m, 2 H), 3,89-3,78 (m, 2 H), 3,67-
3,53 (m, 2 H), 1,33-1,18 (m, 12 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCls) & 25,02, 24,12; MS (m/z) 491,32 (MH*).

Forma de realizacion 4: Preparacién del compuesto 4
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Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calent6 a 80°C y se agitdé durante 16 horas y después se evaporoé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afiadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster isopropilico de L-fenilalanina (10 mmol) a la solucién secuencialmente. La mezcla se calent6 a
50°C y se agitd durante 30 minutos, después se afadieron trifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se
agité durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapor6 a sequedad a presion reducida después de ello. Los
residuos se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco.
El rendimiento fue el 61%.

"H RMN (400 MHz, CDCls) 8 8,33 (s, 1 H), 7,90 (s, 1 H), 7,30-7,09 (m, 10 H), 6,23 (s, 2 H), 5,03-4,88 (m, 2 H), 4,33-
4,29 (m, 1 H), 4,15-3,90 (m, 3 H), 3,81-3,71 (m, 1 H), 3,48-3,43 (m, 1 H), 3,21-3,02 (m, 3 H), 2,94-2,76 (m, 2 H), 1,47-
1,42(m, 3 H), 1,26-1,07 (m, 9 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCl3) 5 20,78; MS (m/z) 567,32 (MH").

Forma de realizacion 5: Preparaciéon del compuesto 5
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Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calent6 a 80°C y se agitdé durante 16 horas y después se evaporé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster bencilico de glicina (10 mmol) a la solucién secuencialmente. La mezcla se calentd a 50°C y se
agité durante 30 minutos, después se anadieron ftrifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se agité
durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapord a sequedad a presion reducida después de ello. Los residuos
se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco. El
rendimiento fue el 58%.

"H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,30, 8,29 (s, s, 1 H), 7,93, 7,92 (s, s, 1 H), 7,37-7,27 (m, 10 H), 6,14 (s, 2 H), 5,31 (s, 1
H), 5,15 (s, 1 H), 5,10 (s, 1 H), 5,04-4,87 (m, 2 H), 4,34-4,26 (m, 1 H), 4,09-4,00 (m, 1 H), 3,92-3,81 (m, 2 H), 3,76-
3,54 (m, 1 H), 3,17-3,11 (m, 2 H), 1,18-1,16 (m, 3 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCls) & 25,81, 25,61; MS (m/z) 525,19
(MH").

Forma de realizacion 6: Preparaciéon del compuesto 6
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Se afiadieron DIPEA (10 mmol) y bromuro de bencilo (5 mmol) a la suspension de tenofovir (5 mmol) en acetonitrilo
(20 ml) secuencialmente, la mezcla se calent6 a 80°C y se agitdé durante 16 horas y después se evaporé a sequedad
a presion reducida. Los residuos se disolvieron con piridina (20 ml), después se afadieron ftrietilamina (5 ml) y
clorhidrato de éster isopropilico de N-fenilglicina (10 mmol) a la solucion secuencialmente. La mezcla se calent6 a
50°C y se agitd durante 30 minutos, después se afadieron trifenilfosfina (15 mmol) y 2,2’-ditiodipiridina (15 mmol), se
agité durante 3 horas a la misma temperatura, y se evapor6 a sequedad a presion reducida después de ello. Los
residuos se sometieron a columna de gel de silice (eluida por metanol/cloruro de metileno) para dar un sélido blanco.
El rendimiento fue el 27%.

H RMN (400 MHz, CDCls) 8 8,29 (s, 1 H), 8,09 (s, 1 H), 7,50-7,14 (m, 10 H), 6,60 (s, 2 H), 5,07-4,90 (m, 3 H), 4,37-
4,34 (m, 7 H), 3,17-3,12 (m, 3 H), 1,45-1,41 (m, 6 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCls) & 24,43, 24,15; MS (m/z) 553,25
(MH").

Forma de realizacion 7: Preparacion de los compuestos mediante resolucién quiral

Resolucion a través de HPLC con columna de fase inversa o columna quiral: el compuesto 2 de la forma de
realizacion 2 se resolvidé de forma quiral por HPLC con columna de fase inversa (columna: Diamonsil C18, 5 ym,
150x21,1 mm; fase movil: solucién acuosa de acetonitrilo al 20% (V/V)), dio el compuesto 2a (83 mg; tiempo de
retencion: 14 min) y el compuesto 2b (90 mg; tiempo de retencion: 17 min).

Compuesto 2a: MS (m/z) 449,26 (MH*); '"H RMN (400 MHz, CDCl3) & 8,28 (s, 1 H), 7,92 (s, 1 H), 7,32-7,24 (m, 5 H),
6,58 (s, 2 H), 5,02-4,88 (m, 2 H), 4,30-4,26 (m, 1 H), 4,16-4,02 (m, 1 H), 3,90-3,84 (m, 2 H), 3,69-3,65 (m, 5 H), 3,60-
3,54 (m, 1 H), 1,16 (s, 3 H); 3'P RMN (400 MHz, CDC13) & 25,87,

Compuesto 2b: MS (m/z) 449,32 (MH*); '"H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 8,28 (s, 1 H), 7,92 (s, 1 H), 7,32-7,27 (m, 5 H),
6,64 (s, 2 H), 5,03-5,01 (m, 2 H), 4,34-4,30 (m, 1 H), 4,10-4,01 (m, 2 H), 3,93-3,84 (m, 2 H), 3,66-3,59 (m, 5 H), 1,14
(s, 3 H); 3'P RMN (400 MHz, CDC13) & 25,64.

Se aplicé una resolucion similar a los compuestos 1, 3 y 5, y dieron los compuestos 1a y 1b, 3a y 3b, 5a y 5b
respectivamente.

Compuesto 1a: 'H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,25 (s, 1 H), 7,93 (s, 1 H), 7,30-7,26 (m, 5 H), 6,17 (s, 2 H), 5,00-4,90
(m, 2 H), 4,34-4,29 (m, 1 H), 4,11-4,06 (m, 2 H), 3,92-3,81 (m, 2 H), 3,63-3,59 (m, 3 H), 1,18-1,23 (m, 9 H); 3'P RMN
(400 MHz, CDCl3) & 25,79:

Compuesto 1b: 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 8,28 (s, 1 H), 7,92 (s, 1 H), 7,32-7,27 (m, 5 H), 6,64 (s, 2 H), 5,03-5,01
(m, 2 H), 4,34-4,30 (m, 1 H), 4,10-4,01 (m, 2 H), 3,93-3,84 (m, 2 H), 3,66-3,59 (m, 3 H), 1,16-1,14 (m, 9 H); 3'P RMN
(400 MHz, CDCl3) 5 25,60.

Compuesto 3a: 'H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,30 (s, 1 H), 7,90 (s, 1 H), 7,32-7,27 (m, 5 H), 6,19 (s, 2 H), 5,03-4,96
(m, 2 H), 4,92-4,87 (m, 1 H), 4,30-4,25 (m, 1 H), 4,09-4,03 (m, 1 H), 3,97-3,94 (m, 1 H), 3,90-3,76 (m, 2 H), 3,56-3,50
(m, 1 H), 1,30-1,15 (m, 12 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCls) & 24,18;

Compuesto 3b: 'H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,30 (s, 1 H), 7,91 (s, 1 H), 7,36-7,29 (m, 5 H), 6,09 (s, 2 H), 4,99-4,96
(m, 2 H), 4,94-4,87 (m, 1 H), 4,38-4,34 (m, 1 H), 4,12-4,06 (m, 1 H), 3,96-3,90 (m, 2 H), 3,87-3,81 (m, 1 H), 3,60-3,55
(m, 1 H), 3,45-3,40 (m, 1H), 1,31-1,16 (m, 12 H); 3P RMN (400 MHz, CDCls) & 25,04

Compuesto 5a: 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,28 (s, 1 H), 7,95 (s, 1 H), 7,40-7,23 (m, 10 H), 6,33 (s, 2 H), 5,10-4,95
(m, 4 H), 4,32-4,28 (m, 1 H), 4,01-3,84 (m, 2 H), 3,82-3,55 (m, 4 H), 1,24 (s, 3 H); 3'P RMN (400 MHz, CDCls) 5 25,88

Compuesto 5b: 'H RMN (400 MHz, CDCls) & ; 8,27 (s, 1 H), 7,94 (s, 1 H), 7,34-7,27 (m, 10 H), 6,12 (s, 2 H), 4,96-4,84
(m, 4 H), 4,28-4,23 (m, 1 H), 3,83-3,51 (m, 6 H), 1,15 (s, 3 H);*'P RMN (400 MHz, CDCls) & 25,59
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Tabla 2: Lista de los compuestos quirales de la presente invencion
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En los compuestos anteriores, cada una de las configuraciones a y b representa el 50% de los compuestos.

Forma de realizacion 8

La mezcla de un compuesto quiral de la forma de realizacién 7 en la tabla 2 (1,2 kg), acido fumarico (285 g), y
acetonitrilo (3 1) se someti6 a reflujo hasta que se volvi6 homogénea y después se filir6 mientras estaba caliente. El
filtrado se enfrid a 5°C y se mantuvo durante 16 horas a la misma temperatura. El precipitado se filtré y lavé con

acetonitrilo, se seco para dar el producto como un polvo blanco.

Ejemplos de prueba: La ventaja de la presente invencién se demuestra mediante los ejemplos de prueba descritos a

continuacion.

10




10

15

20

25

30

ES 2 806 726 T3

El perfil mas crucial de un profarmaco es que sea apto para metabolizarse al farmaco parenteral activo al tiempo que
se mantiene libre en otros sistemas, es decir, cuanto mas estable en sistemas (aparato digestivo, sangre, etc.), y mas
activo en los 6rganos diana (linfa, higado), entonces sera mas eficaz y menos téxico como un candidato a farmaco.
En los ejemplos de prueba, todos los profarmacos, incluyendo los compuestos en la presente invencion y en la
referencia, desempefiaran sus efectos antivirus después de metabolizarse a tenofovir (TFV), el farmaco parental
activo.

o
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Actualmente, los compuestos con estructuras similares son los compuestos enumerados en las reivindicaciones de la
patente CN201380030061.6 (abreviatura: compuesto 7 y su isémero quiral individual 7a y 7b del mismo), y el farmaco
TAF (GS-7340) para tratar hepatitis B, que aprobd la FDA y lanzd Gilead muy recientemente. Estos compuestos
comparten el mismo motivo de farmaco parental que los compuestos de la presente invencion, pero los segmentos
que se dirigen al higado son diferentes.

Los compuestos de la presente invencion son o bien mas eficaces o menos téxicos debido a la mayor estabilidad de
las estructuras. Ademas, los metabolitos de los compuestos de la presente invencién, acidos benzoicos, son mucho
mas seguros que su equivalente de GS-7340, el fenol tdxico, y traen la ventaja de ser menos toxicos al tiempo que
tienen actividad superior. Ademas, comparados con los compuestos en las reivindicaciones del documento
CN201380030061.6, porque el grupo que se dirige al higado de los compuestos de la presente invencién es bencilo,
que es mas estable que o-metil bencilo, y la actividad del bencilo que se va a separar durante el metabolismo de
esterasa es comparativamente baja, el farmaco parental activo en la sangre esta relativamente reducido, el farmaco
parental en el higado esta relativamente aumentado, y por tanto muestran la mejor actividad. La toxicidad es menor
después de que el bencilo se separe del compuesto de la presente invencion, lo que lleva a mejor estabilidad sistémica
y menor toxicidad. Estan especificamente presentes como sigue:

Ejemplo de prueba 1: Actividad anti-VHB celular y ensayos de citotoxicidad

La concentracién del ADN de VHB en el sobrenadante de células HepG2.2.15 se detectdé mediante el método de PCR
cuantitativa (QPCR) con fluorescencia a tiempo real para determinar la actividad anti-VHB del compuesto en células

11
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HepG2.2.15, y los efectos de los compuestos de prueba para la actividad de las células HepG2.2.15 se detectd
mediante Cell-Titer Blue.

8.1. Dilucion de los compuestos: la concentracion inicial de cada compuesto en el ensayo de actividad anti-VHB in
vitro fue 1 uM, con dilucién en serie de 3 veces a 8 concentraciones; la concentracion inicial de cada compuesto en el
ensayo de citotoxicidad fue 100 uM, con dilucidon en serie de 3 veces a 8 concentraciones; se us6 DMSO para la
dilucién de licor madre del compuesto. Las concentraciones iniciales del compuesto de referencia TDF para el ensayo
de actividad anti-VHB in vitro y el ensayo de citotoxicidad se ajustaron todas a 0,2 uM, con dilucién en serie de 3 veces
a 8 concentraciones.

8.2. Ensayo de actividad anti-VHB in vitro: las células HepG2.2.15 se sembraron en la placa de 96 pocillos (4 x 10*
células/pocillo), y se cultivaron durante la noche a 37°C en CO; al 5%. El segundo dia, se afiadieron soluciones de
cultivo frescas que contenian compuestos de diferentes concentraciones a los pocillos de cultivo. Véase la tabla 2 para
la distribucion de los compuestos. El 5° dia, las soluciones de cultivo usadas en los pocillos de cultivo se aspiraron y
desecharon, y se afiadieron soluciones frescas que contenian compuestos de diferentes concentraciones. El 8° dia,
el sobrenadante en los pocillos de cultivo se recogid para la extraccion de ADN de VHB en el sobrenadante. Se usé
la prueba de gPCR para detectar la concentracion del contenido en ADN de VHB en el sobrenadante de HepG2.2.15.

8.3. Tratamiento de las células en el ensayo de viabilidad celular: las células HepG2.2.15 se sembraron en la placa de
96 pocillos (4 x 10* células/pocillo), y se cultivaron durante la noche a 37°C en CO- al 5%. El 2° dia, se afiadieron
soluciones de cultivo frescas que contenian compuestos de diferentes concentraciones a los pocillos de cultivo. Véase
la tabla 2 para la distribucién de los compuestos. El 5° dia, las soluciones de cultivo usadas en los pocillos de cultivo
se aspiraron y desecharon, y se afiadieron soluciones frescas que contenian compuestos de diferentes
concentraciones. El 8° dia, Se afadio el agente Cell-titer Blue a cada pocillo, y el lector de microplaca se us6 para
detectar el valor de fluorescencia para cada pocillo.

8.4. Analisis de datos y calculo del porcentaje de inhibicién y viabilidad celular relativa:

El porcentaje de inhibicion se calcul6 usando la siguiente férmula:

% Inh. = [(cantidad de VHB de control DMSO - cantidad de VHB de la muestra)/cantidad de VHB de control DMSO] x
100%

El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 usando la siguiente férmula:

% de viabilidad celular = (fluorescencia de la muestra — fluorescencia del medio control)/(fluorescencia de DMSO
control — fluorescencia del medio control) x 100%

Se uso el software GraphPad Prism para calcular el valor de la concentracion eficaz 50% (CEso) y el valor de la
concentracion citotoxica 50% (CCso) de los compuestos.

8.5. Resultados de los ensayos y conclusiones:

Tabla 3: Valores de CEsp y CCsg de los resultados del ensayo anti-VHB de los compuestos

Compuestos CEso (nM) CCso (UM)
1a >1000 >100
1b 290,1 >100
2a 418,44 >100
2b >1000 >100
3a 3,39 >100
3b 6 >100
5a 214 >100
5b 847,6 >100

Hubo en total 8 compuestos de prueba en el presente ensayo, y los resultados del ensayo se resumieron como lo
siguiente: 2 compuestos de prueba de 3a y 3b mostraron mejores actividades anti-VHB, con valores de CEsy por
debajo del nivel 10 nM, 4 compuestos de prueba de 1b, 2a, 5a, y 5b mostraron actividades anti-VHB menores, con
valores de CEsg entre 200 nM y 1000 nM, los valores de actividades anti-VHB de los otros 2 compuestos de prueba
de 1ay 2a fueron mayores que la maxima concentracion de prueba de 1000 nM.

Las estructuras de los compuestos 1, 2, 4, 5, y 6 de la presente invencion eran similares a la de los compuestos 3, por
tanto, tuvieron efectos farmacocinéticos similares.

Ejemplo de prueba 2: Ensayos comparativos de la actividad anti-VHB celular y citotoxicidad
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9.1. Farmacos: el método de dilucién y las concentraciones del compuesto 3, el compuesto de referencia (documento
CN201380030061.6 y el compuesto mostrado en la reivindicacion 36 (abreviatura: compuesto 7), y el isémero de los
mismos) fueron los mismos que en el ejemplo 1.

I\)I J o) T'\JN:S: :\> L/K/[

ovg\uJI(oY K/OVEEJIo\r ’mJ\( Y
& & &

Estructuras del compuesto 7, sus isdbmeros 7a 'y 7b.

9.2 Método de ensayo: el ensayo se llevd a cabo segun el procedimiento del ejemplo 1.
9.3 Resultados y analisis:

Tabla 4: Valores de CEsp y CCso de los compuestos del ensayo anti-VHB

Compuestos CEso (nM) CCso (UM)
3a 3,39 >100
3b 6,00 >100
7a >1000 >100
7b 274,40 >100
GS-7340 17,75 >100

Se pudo ver de la tabla 4 que los compuestos 3a y 3b de la presente invencion mostraron buenas actividades anti-
VHB, que eran significativamente mejores que la de los compuestos de referencia 7a, 7b y GS-7340. Ninguno del
compuesto tuvo impacto aparente en la citotoxicidad de HepG2.2.15 (CCsp >100).

Ejemplo de prueba 3: Ensayos de actividad anti-VHB celular y citotoxicidad

9.1. La dilucion y las concentraciones de los compuestos y el compuesto de referencia (documento
CN201380030061.6, TDF) fueron las mismas que en el ejemplo 1.

9.2. Ensayo de actividad anti-VIH in vitro: después de que células MT-4 se infectaran con 24 TCID50 de VIH-1
111B/1x10° células (2,4 TCID50/ pocillo) a 37°C durante 1 hora, se sembraron en la placa de 96 pocillos que contenia
los compuestos a diferentes concentraciones (4x10* células/pocillo) y se cultivaron a 37°C en CO; al 5% durante 5
dias. Se uso CellTiter Glo para determinar la actividad para calcular el valor CEsq.

9.3. Tratamiento de las células en el ensayo de viabilidad celular: se llevaron a cabo ensayos paralelos usando el
mismo método que en 9.2 excepto que la placa de 96 pocillos que contenia los compuestos de diferentes
concentraciones se sustituyeron con la placa de 96 pocillos blanco, y se us6 CellTiter Glo para determinar la viabilidad
celular y calcular el valor CCso.

9.4. Analisis de datos y calculo del porcentaje de inhibicion: el porcentaje de actividad se calculé usando la siguiente
férmula:

Actividad (%) = (Datos brutoscyto — Mediavc)/(Mediacc — Mediavc)*100
Viabilidad celular (%) = Datos brutoscpio/mediavc *100

Se uso el software GraphPad Prism para calcular el valor de la concentracion eficaz 50% (CEso) y el valor de la
concentracion citotoxica 50% (CCso) de los compuestos.

9.5. Resultados del ensayo y conclusiones:

Tabla 5: Valores de CEsp y CCsg de los compuestos del ensayo anti-VHB
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Compuestos CEso (nM) CCso (UM)
3a 5,13 22,53
3b 9,86 16,89
7b 83,65 14,72
GS-7340 14,28 13,34
TDF 16,97 21,33

Las actividades anti-VIH de los compuestos 3a y 3b fueron mayores que las de 7b y GS-7340; mientras tanto las
toxicidades para las células MT-4 de 3a y 3b fueron menores que las de GS-7340 y 7b.

Conclusioén: se puede ver del ejemplo 2 y 3 que, en el estudio de eficacia preliminar, los compuestos 3a y 3b
presentaban buenas actividades anti-VHB y anti-VIH, y mostraron ventajas significativas comparados con la actividad
de GS-7340, el principio activo de TAF. Era aparentemente superiores a los otros dos compuestos control 7a y 7b.
Resultados del estudio de citotoxicidad: no hubo efecto aparente sobre la citotoxicidad de HepG2.2.15 (CCso > 100
pM); sin embargo, respecto a la toxicidad a las células MT-4, los datos mostraron que los compuestos 3a y 3b tuvieron
menores citotoxicidades para MT-4 que GS-7340y 7b.

Ejemplo de prueba 4: Resultados del estudio de estabilidad
Se llevé a cabo el siguiente ensayo de estabilidad segun el estado de la técnica, y los datos del ensayo de estabilidad
mostrados en la tabla eran los porcentajes residuales después de que los compuestos de prueba se incubaran durante

diferentes periodos de tiempo en las condiciones de ensayo.

10.1 Estabilidad en fluido gastrico simulado (Tabla 6):

Compuestos % 0 min % 60 min % 120 min % 360 min % 1440 min
3a (10 uM) 100 85.40 58.07 14.41 0.00
3b (10 uM) 100 84.26 58.54 17.28 0.00
7b (10 uM) 100 82.76 51.39 13.16 0.00
GS-7340 (10 uM) 100 95.40 66.36 23.41 0.19
(Omeprazol 20 uM) 100 24.34 9.41 1.58 0.31

10.2 Estabilidad en fluido intestinal simulado (concentracién de prueba: 10 uM) (Tabla 7):

Compuestos % 0 min % 60 min % 120 min % 360 min % 1440 min
3a 100 53.62 23.45 1.26 0.00
3b 100 51.07 20.20 0.23 0.00
7b 100 31.28 8.33 0.09 0.00
GS-7340 100 30.09 6.22 0.06 0.00
(Clorambucilo) 100 29.36 3.11 0.00 0.00

10.3 Estabilidad en sangre humana (concentracion de prueba: 2 yM) (Tabla 8):
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Compuestos % O0min % 10 min % 30 min % 60 min % 120 min
3a 100 97.4 98.9 97.8 94.5
3b 100 97.1 96.4 96.1 93.7
7b 100 93.5 91.6 90.5 90.1
GS-7340 100 93.2 91.0 90.3 90.0
(Eucatropina) 100 54.4 37.0 24 4 10.2

10.4 Estabilidad en S9 de higado humano (concentracién de prueba: 1 uM) (Tabla 9):

T CL iuisw CL e Restante
Compuestos

min ul/min/mg  ulL/min’kg (T = 60 min)
3a 9.9 70.0 246.4 6 %
3b 10,1 68.6 241.5 9%
7b 4.7 147.4 519.0 5%
GS-7340 33 211.0 742.7 4%
(7-Etoxicumarina) 822 84 29.7 60%
(7-Hidroxicumarina) 6.6 105.1 370.0 4%

La consistencia de los resultados de prueba de las sustancias control relacionadas tal como 7-etoxicumarina, 7-
hidroxicumarina, eucatropina, clorambucilo, y omeprazol, etc., verificaron la eficacia de este conjunto de ensayos.

10.5 Analisis de datos y conclusiones

Los datos del ensayo del estudio de estabilidad preliminar mostraron que, para los compuestos 3a y 3b, GS-7340 y
7b, las estabilidades en el S9 de higado humano eran comparativas, también las velocidades de metabolizar al farmaco
parental activo eran comparativas, lo que implica que las actividades de los compuestos de la misma concentracion
en las células hepaticas eran comparativas.

En el fluido gastrico simulado, las estabilidades de 3a y 3b eran comparativas a GS-7340, pero mayores que 7b; las
estabilidades de 3a y 3b en el fluido intestinal simulado fueron significativamente mayores que las de 7b y GS-7340.
Las estabilidades de 3a y 3b en sangre humana también fueron mejores que las de los compuestos comparativos 7b
y GS-7340. En general, los compuestos 3a y 3b tuvieron mayores estabilidades en el aparato digestivo y sistema
sanguineo comparados con GS-7340 y 7b, de modo que la concentracion de farmaco seria menor en el sistema no
diana mientras que mayor en los tejidos diana, lo que implica que los compuestos 3a y 3b tendrian mejores
propiedades de dirigirse al higado y menores toxicidades sistémicas en comparacion con GS-7340y 7b.

Ejemplo de prueba 5: Estudio de cardiotoxicidad

11.1. Células de prueba y preparacién de compuestos
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Se usaron en el ensayo las células CHO obtenidas de AVivaBiosciences que podian expresar de forma estable el
canal de K hERG, y las células se incubaron a 37°C en CO- al 5% con humedad constante.

Después de los compuestos y el compuesto control positivo amitriptilina (Amitriptilina, Sigma-Aldrich, BCBJ8594V) se
disolvieran en dimetilsulféxido (DMSO) al 100%, se diluyeron en serie y almacenaron a -20°C para uso posterior. La
concentracion final de DMSO en el fluido extracelular no era mayor del 0,30%.

11.2. El registro de pinzamiento zonal de membrana manual

Se us6 la técnica del pinzamiento zonal de membrana de célula entera en el amplificador de pinzamiento zonal de
membrana Multiclamp para ensayar el compuesto a temperatura ambiente, la sefial de salida se digitalizé usando la
placa DIgiDAta 1440 A/D-D/A, y se uso el software Pclamp 10 para el control del registro. La resistencia de sello
minima se ajusté a 500 MOhms, y la corriente de hERG especifica minima se ajusté a 0,4 nA para control de calidad.
11.3 Analisis de datos

Se usaron Clampfit (V10.2, Molecular Devices) Excel 2003 y GraphPad Prism 5.0 para el analisis de los datos. La
férmula de calculo de la corriente:

I/lcontrol = Inferior + (Superior-Inferior)/(1+10/((LogC150-Log C)*pendiente de Hill

11.4 Resultados del ensayo y conclusiones (Tabla 10):

Compuestos Clso (UM) Pendiente de Hill Numero de células
Amitriptilina 3,56 0,93 4
3a >10,00 - 2
3b >30,00 - 2
7b >10,00 - 2
GS-7340 >10,00 - 2

Conclusion: La Clso de los compuestos 3a y 3b eran comparativas a las de GS-7340 y 7b en el ensayo de hERG, y
estaban bien por encima de 10 uM, que eran seguras respecto a la cardiotoxicidad, y cumplian el requisito general de
los datos de hERG para investigacion adicional de los compuestos durante investigacion y desarrollo de nuevos
farmacos.

Ejemplo de prueba 6: Metabolismo in vivo y ensayo de distribucién en tejidos en ratones
12.1. Animales de prueba, métodos de preparacion de farmaco y pautas de dosis

12 ratones ICR (machos, peso corporal 30 + 5 g, comprados del centro de animales Vital River) se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos, 3 para cada grupo, se sometieron a ayuno durante 12 horas antes de la administracion
de farmaco, con bebida libre durante el ayuno. Pesar con precision 30 mg de compuesto 3 en la balanza analitica,
afadir 100 pl de etanol al 75% para disolucion, afiadir ademas solucion salina hasta 6 ml, la mezcla se agité con vortex
para que se mezclara uniformemente y llevar a cabo procesamiento ultrasénico para uso adicional. La dosis de
profarmaco tenofovir fue 50 mg/kg, y la cantidad de administracion fue 10 mi/kg.

12.2. Los protocolos de recogida de muestras y los métodos de tratamiento

Los protocolos de recogida de muestras: después de la administracion por alimentacion forzada gastrica, se tomé
cada 0,5 ml de sangre de la drbita a los 15 min, 30 min, 1 h y 3 h; los ratones se sacrificaron, y los tejidos hepaticos
se tomaron, se lavaron, y pesaron; se afadioé solucion salina normal al higado con una proporciéon de 1:1, se
homogenizoé y almacend en el congelador a -40°C para ensayo.

Método de tratamiento para las muestras de plasma: se tomaron 100 ul del plasma de raton y se colocaron en un tubo
de plastico EP de 1,5 ml, se afiadieron 100 pl de solucién de estandar interno (teofilina 200 ng/ml), se afiadieron 600
pl de acetonitrilo, se agité con el vortex durante 2 min, se centrifugd durante 3 min (12500 rpm), el sobrenadante se
tomo, se purgd con nitrégeno a sequedad, y se disolvié de nuevo con 100 pl de fase mévil (agua:metanol = 95:5), y el
volumen de inyeccion fue 10 pl.

Método de tratamiento para las muestras de tejido: se tomaron 200 yl de las muestras de tejido de ratén y se colocaron
en un tubo de plastico EP de 1,5 ml, se afiadieron 100 pl de soluciéon de estandar interno (teofilina 200 ng/ml), se
afadieron 600 pl de acetonitrilo, se agité con el vortex durante 2 min, se centrifugé durante 3 min (12500 rpm), el
sobrenadante se tomd, se purgd con nitrégeno a sequedad, y se disolvio de nuevo con 100 ul e fase movil
(agua:metanol = 95:5), y el volumen de inyeccion fue 20 pl.

12.3. Método para el andlisis de las muestras
16



10

15

20

ES 2 806 726 T3

Se usaron el LC-MS Thermo TSQgquantum y la columna de cromatografia Thermo Hypersil GOLD (2,1 x 150 mm), el
estandar interno era teofilina, la elucion y gradiente y analisis se llevaron a cabo después de la inyeccion de HPLC-
MS, los tiempos de retencion y areas de picos del estandar interno, compuesto 1 y el producto metabdlico de tenofovir
((TFV) se registraron, y se us6 el método de deteccion cuantitativa SRM para el analisis.

12.4. Resultados del analisis de la muestra y conclusiones (Tabla 11)

Compuestos (MS) Chplasma (nmol/ml) Ciejido hepatico (nmol/ml) Selectividad tejido hepatico
(Ctejido hepa’tico/CpIasma)

TFV (287) 0,075 67,251 896

Compuesto 3 (490) 0,104 0,375 3,61

Marcador interior (180) 1,11 1,11 1

C(compuesto 3 + TFV) tejido hepético/C(compuesto 3+ TFV) plasma = 377
CTVF plasma/Ccompuesto 3 plasma = 0,72
CTFV tejido hepético/Ccompuesto 3 tejido hepatico = 166

Los resultados mostraron que después de 3 h, las concentraciones del compuesto 3 y su producto metabdlico de
tenofovir TFV en el higado eran ambas mayores que esos en sangre, y la concentracion global de ambos en el higado
es 377 veces la de en la sangre, lo que demuestra que el compuesto 3 se podia enriquecer eficazmente en el higado.
Mientras tanto, la concentracion de TFV en la sangre era solo 0,72 veces la del farmaco parental compuesto 3,
mientras que la concentracion del farmaco parental TFV en el higado era 166 veces la del profarmaco compuesto 3,
lo que demuestra que el compuesto 3 era relativamente estable en la sangre de raton, y se metabolizaba eficazmente
al farmaco parental activo tenofovir en el higado. Por tanto, el compuesto 3 tenia estabilidad en sangre y actividad
anti-VHB dirigida al higado en el ensayo animal in vivo.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida de la férmula general X, y el hidrato, solvato, sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual resuelto del mismo,

Rs
O
o=d Rs O
H,N Ne P~N
—— M (@) N [Z
N . 4 Ry R
\\—N/ \J.{I/ 1

en donde Z se selecciona de O, S, Se, NH- o CH,-,

R1, Rz, R3, R4, y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C4-C+ sustituido o sin
sustituir, alquilo ramificado de Cs-C19, cicloalquilo de Cs3-Cqo, y arilo o heteroarilo de Ce-C1o, en donde la
sustitucion es de uno a tres heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, N y Se.

El compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun la reivindicacion 1, en donde

Z se seleccionade O o0 S,

R1, R2, R3, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C4-Cg sustituido o sin
sustituir, alquilo ramificado de C3-Cs, cicloalquilo de C3-Cs, vy arilo o heteroarilo de Cg-C1o.

El compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun la reivindicacion 2, en donde
Z se selecciona de O,

R1, R2, R3, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C4-Cg sustituido o sin
sustituir, alquilo ramificado de C3-Ce, y arilo de Cg-Crp.

El compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto se
selecciona de:

NH, NH,
NN
LAY

O
LN’ N 0 N O

Y
K/Ovixn /\IOrOY l\i/ovlcli':\. H/\Ioro.,\

4 <

1 2
NH, NH;
N N
LY LY
L L
NZ N Q NN 2
. Ov'f‘\N O\l/ I\/OVE‘HN SN
: o H H o
3 4

18



ES 2 806 726 T3

NH, NH,
Ox O
" NK/O g 0\/@ § NK/ 9
NS I\N/Y OVE\N 0.
: (o] :
: "o :0 #m T
5 6
5. El compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun la reivindicacion 4, en donde los isémeros de los
compuestos 1, 2, 3,y 5son 1ay 1b, 2ay 2b, 3ay 3b, y 5a y 5b, respectivamente, con las estructuras de:
NH; NH;
N
NN NS
LAY 7 N> o)
N hl'\/ 2 L_o_P 0
o._P-, O |
S had CWYT
1a 1b .
NH; NH,
N™ ™= 3 N N
| > | >
A O L O
O P, O, 0 ~ O
SN g E/If
o] 3
2a 2b
NH, NH,
|
P o LN o
K/ngu,NJ\n/oj/ K/OVB\N OT’
i Hod ! H
3a 3b
NH; NH;
NN N
& = N\> O Ti = \>
N ™ N
K/O A O\/@ y K/O P O\/©
N ’
'S I SN
= O : E 0
5a 5b s
6. Un método de preparacion para un compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida de férmula general X
10 segun la siguiente ruta sintética:
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NH,
R
<;\l N\ Y ° 0
N 7 Rs 0
N= )\ W Rs HoN Osp-y
A R-OH ’ N o z
— R
0 OH R4 2 N N 4 {
NHR3 SR, \ ., Rz Ry
tenofovir X

en donde Z se selecciona de O, S, Se, NH- 0 CH-, y

R1, Rz, R3, R4, y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo lineal de C1-C+ sustituido o sin
sustituir, alquilo ramificado de Cs-C19, cicloalquilo de Cs3-Cqo, y arilo o heteroarilo de Cs-C1o, en donde la
sustitucién es de uno a tres heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, N y Se.

Compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o el hidrato
del mismo, o el solvato del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual
resuelto del mismo para uso en tratar enfermedades de infecciones viricas.

Compuesto tenofovir éster monobencilico fosfamida segun la reivindicaciéon 7, o el hidrato del mismo, o el

solvato del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el isémero individual resuelto del mismo
para su uso en tratar infeccién de SIDA o hepatitis B o enfermedades causadas por el virus de la hepatitis B.
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