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DESCRIPCION
Sales de compuestos inhibidores del VIH

Campo de la invencidn

La invencion se refiere en general a sales de compuestos con actividad antiviral y, mas especificamente, con
propiedades contra el VIH.

Antecedentes de la invencidon

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus que puede conducir al sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), una afeccion de los seres humanos en la que se debilita el sistema inmune,
conduciendo a infecciones oportunistas que pueden ser mortales. Los inhibidores del VIH son Utiles para tratar la
infeccion por VIH en los mamiferos (p. ej., reducir y limitar el establecimiento y la progresion de la infeccion por VIH),
asi como en andlisis de diagnostico para el VIH. La utilidad de los inhibidores del VIH que se comercializan en la
actualidad esta limitada en cierto grado por la toxicidad y otros efectos secundarios. Asi pues, existe una necesidad por
nuevos agentes terapéuticos contra el VIH.

Una formulacion farmacéutica de un agente terapéutico debe administrar reproducible y constantemente el agente
terapéutico a un paciente en necesidad del mismo. Esta administracion constante se puede conseguir, al menos
parcialmente, mediante la incorporacion de una forma del agente terapéutico en estado sélido soluble estable en la
composicion farmacéutica. Ademas, la sintesis de la forma del agente terapéutico en estado sélido deseada ha de ser
técnica y econdmicamente viable, asi como adecuada para una produccién comercial a gran escala.

En los documentos WO 2006/015261 y WO 2006/110157, se describe el
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

Resumen de la invencion

El N-[(S({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-iljoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato es un
inhibidor de la transcriptasa inversa que bloquea la replicacion de los virus VIH in vivo e in vitro y tiene pocos efectos
secundarios no deseados cuando se administra a seres humanos. La estructura del N-[(S)({[(2R,3R)-5-(6-
amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se muestra en la
Férmula P:
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El N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
es un sélido amorfo de bajo punto de fusién que es dificil de aislar, purificar, almacenar durante un periodo prolongado
y formularse en forma de una composicién farmacéutica. El
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
también es una base débil que es capaz de formar sales con acidos. Por consiguiente, en un aspecto, la presente
invencion proporciona sales estables de N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-
il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo que son mas estables fisicamente, y se
aislan y formulan mas facilmente que la forma de base libre del compuesto.

Las sales de la presente invencién son Utiles, por ejemplo, para tratar pacientes humanos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (cepas del VIH-1 o el VIH-2) que provoca el SIDA. Las sales de la presente invencion
también son utiles, por ejemplo, para preparar un medicamento destinado a tratar el VIH o un trastorno asociado con el
VIH. Las sales de la presente invencion también son Utiles, por ejemplo, para inhibir la replicacion de los virus del VIH
in vitro, y se pueden usar, por tanto, en ensayos biolégicos como compuestos control para identificar otros inhibidores
de la transcriptasa inversa o para investigar el mecanismo de accion de la transcriptasa inversa del VIH y su inhibicion.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona sales citrato, succinato y malonato de N-[(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de etilo. Se han
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descrito procedimientos para elaborar las anteriores sales. En algunas realizaciones, las sales de la presente
invencion son anhidras, mientras que en otras realizaciones, las sales de la presente invencion estan al menos
parcialmente hidratadas. En algunas realizaciones, las sales de la presente invencién existen en formas cristalinas.

Asi pues, la presente invencion comprende sales citrato, succinato y malonato del compuesto de Férmula P, asi como
sus hidratos. Los hidratos de la invencién pueden estar en estado parcial (p. €j., hemi-hidratado) o completamente
hidratado (p. ej., monohidratado). La presente invencion también comprende las presentes sales en estado anhidro o
esencialmente anhidro. De igual manera, las sales de la invencién y sus hidratos comprenden los estados amorfo y
cristalino, asi como estados que comprenden caracteristicas tanto amorfas como cristalinas. Como se usa en la
presente memoria, “cristalino” significa un material que tiene una estructura molecular de orden de largo alcance. Por
el contrario, los materiales “amorfos” no poseen un orden de largo alcance. Se entiende que los materiales cristalinos
son, en general, mas estables termodindamicamente que las formas amorfas de la misma sustancia. Asi pues, s6lo con
algunas excepciones destacables, en general, en aplicaciones farmacéuticas, se prefiere el uso de materiales
cristalinos. La medida del grado de cristalinidad de los compuestos de la invencion se puede observar, por ejemplo, en
lo puntiagudo de las bandas de absorcién de CDB y DPRX (picos). Cuanto mas puntiagudo es el pico, mayor es el
grado de cristalinidad. Por el contrario, cuanto mas ancho es el pico, menor es el grado de cristalinidad.

Como se describe de forma méas completa en el Ejemplo 12 de la presente memoria, en realizaciones especificas, una
sal citrato de N-[(S)({[(2R,5R)-
5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil)-L-alaninato de etilo se caracteriza por
bandas de absorcion, obtenidas de un patrén de difraccion en polvo de rayos X, a distancias espectrales d de 4,48;
3,12 y 6,05 angstrom; una sal succinato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se
caracteriza por bandas de absorcion, obtenidas de un patrén de difraccién en polvo de rayos X, a distancias d
espectrales de 3,57; 4,80 y 4,99 angstrom; y una sal malonato de N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-
9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-il)oxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se caracteriza por bandas de
absorcion, obtenidas de un patrén de difraccién en polvo de rayos X, a distancias d espectrales de 4,99; 5,93 y 4,72
angstrom. En otra realizaciébn especifica, la presente invencion proporciona una sal citrato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil)-L-alaninato de etilo
que tiene un punto de fusion de 142°C a 150°C.

El N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
es un profarmaco de amidato que reacciona con y se descompone en disolventes préticos. La velocidad de la reaccién
depende del pH y de la temperatura. Por consiguiente, la formacién de una sal estable entre el profarmaco de amidato
y el acido citrico, acido succinico y/o acido maldnico, cada uno de los cuales contiene restos nucledfilos capaces de
reaccionar con el profarmaco (p. €j., reaccion con el resto amidato del profarmaco) es un resultado sorprendente e
inesperado.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas, cada una de las cuales incluye una
cantidad terapéuticamente eficaz de una sal de la presente invencion y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden incluir un agente terapéutico
adicional, tal como un agente antiviral, antibacteriano, antifingico o anticancerigeno. Las composiciones
farmacéuticas de la invencién pueden estar en forma de formas de dosificaciéon unitaria tales como comprimidos o
capsulas. Comunmente, las formas de dosificacion unitaria proporcionan una dosis diaria eficaz de una sal de la
presente invencién a un ser humano en necesidad de la misma. Las dosis diarias eficaces de las sales de la presente
invencion son tipicamente de 1 mg a 100 mg, tal como de 10 mg a 30 mg.

Se revelan procedimientos para preparar las sales citrato, succinato y malonato de la presente invencion. Asi pues, por
ejemplo, se revela un procedimiento para preparar una sal citrato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo,
procedimiento que incluye la etapa de poner en contacto aproximadamente un equivalente de base libre de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo en
un disolvente adecuado (por ejemplo, acetonitrilo) con de aproximadamente un equivalente a aproximadamente 1,2
equivalentes de &cido citrico a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 55°C a aproximadamente 75°C.

Se revela un procedimiento para preparar una sal succinato de
N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo,
procedimiento que incluye la etapa de poner en contacto aproximadamente un equivalente de base libre de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de etilo
en un disolvente adecuado (por ejemplo, 2-butanona) con de aproximadamente un equivalente a aproximadamente
1,2 equivalentes de acido succinico a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 60°C a aproximadamente
70°C, formando la sal succinato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

Ademas, se revela un procedimiento para preparar una sal malonato de
N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo,
procedimiento que incluye la etapa de poner en contacto aproximadamente un equivalente de base libre de
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N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo en
un disolvente adecuado (por ejemplo, 2-butanona) con de aproximadamente un equivalente a aproximadamente 1,2
equivalentes de acido maldnico a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 50°C a aproximadamente
70°C, formando la sal malonato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

Se revelan procedimientos para tratar o prevenir profilacticamente el SIDA, procedimientos que incluyen la etapa de
administrar a un ser humano que padece SIDA una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal de la invencion o un
hidrato de la misma.

Breve descripcion de las figuras

La FIGURA 1 muestra una traza de calorimetria diferencial de barrido (CDB) caracteristica para la sal malonato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.

La FIGURA 2 muestra una traza de CDB caracteristica para la sal succinato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.

La FIGURA 3 muestra una traza de CDB caracteristca para la sal citrato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.

La FIGURA 4 muestra un patrén de difraccion en polvo de rayos X (DPRX) caracteristico para la sal malonato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.

La FIGURA 5 muestra un patrén de difraccion en polvo de rayos X (DPRX) caracteristico para la sal succinato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.
La FIGURA 6 muestra un patron de difraccién en polvo de rayos X (DPRX) caracteristico para la sal citrato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de
etilo.

Descripcion detallada de la realizacion ejemplar

Cuando en la presente memoria se usan nombres comerciales, los solicitantes pretenden incluir de manera
independiente el producto del nombre comercial y el/los ingrediente/s farmacéutico/s activo/s del producto del nombre
comercial.

Sales de N{(S)({[(2R.,5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoximetil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato
de etilo

En un aspecto, la presente invencibn proporciona sales citrato, succinato y malonato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

La sal citrato se muestra en la Férmula I:
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La sal succinato se muestra en la Férmula Il:
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La sal malonato se muestra en la Férmula lll:
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En el Ejemplo de referencia | de la presente memoria, se describe un procedimiento para sintetizar
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.
Los procedimientos para preparar las sales malonato, succinato y citrato de
N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se
describen en los Ejemplos 3, 4 y 5, respectivamente, de la presente memoria. En el Ejemplo 6 de la presente memoria,
se describen algunas propiedades fisicas de las sales anteriores, demostrando, por ejemplo, que cada una de estas
sales es fisicamente estable cuando se almacena a 40°C y una humedad relativa del 75%.

Las sales citrato, succinato y malonato de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de etilo
son utiles, por ejemplo, para inhibir la replicacién del VIH in vitro e in vivo. A este respecto, como se explica con mas
detalle en el Ejemplo de referencia 8 de la presente memoria, el
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo es
un profarmaco que se metaboliza en el cuerpo humano, produciendo un compuesto precursor que, a su vez, se
fosforila en el cuerpo para producir el metabolito activo que inhibe la replicaciéon del VIH. El Ejemplo de referencia 8 de
la presente memoria muestra que el
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de etilo
provoca una mayor acumulacion del metabolito activo en los globulos blancos, que son las células que albergan el
virus del VIH, que la provocada por el compuesto precursor. Ademas, el Ejemplo de referencia 9 de la presente
memoria presenta datos in vitro que muestran que el
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo es
un farmaco contra el VIH mas potente que el compuesto precursor segun lo medido en un ensayo in vitro. Ademas, el
Ejemplo 10 de la presente memoria proporciona los datos que muestran que un comprimido que contiene la sal citrato
de N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-iljoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
proporciona este farmaco en el torrente sanguineo de perros Beagle con una farmacocinética similar a una
preparacion liquida del farmaco administrado por via oral. Por lo tanto, la sal citrato de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo es
una composicion fisica y quimicamente estable de materia que se puede administrar oralmente a un sujeto vivo para
proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo,
que es un agente contra el VIH mas eficaz que el compuesto precursor.

Composicién farmacéutica

En otro aspecto, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas, también denominadas
formulaciones farmacéuticas, que incluyen una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas sales de la invencion y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Aunque las sales de la invencion se pueden administrar solas, cominmente, es preferible administrarlas como
composiciones farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas de la invencion se formulan con vehiculos y
excipientes convencionales que se seleccionan de acuerdo con la practica comun. El/los vehiculo/s debe/n ser
"aceptable/s" en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y fisiol6gicamente inocuos
para el receptor de los mismos. Los comprimidos contienen dichos componentes en forma de excipientes, agentes de
deslizamiento, cargas, aglutinantes y similares. Las formulaciones acuosas se preparan en forma estéril, y cuando se
destinan a una administracién distinta de la administracion oral son generalmente isoténicas. Todas las formulaciones
contienen opcionalmente excipientes tales como los expuestos en “Handbook of Pharmaceutical Excipients (R. C.
Rowe et al., Pharmaceutical Press, V ed., 2006). Los excipientes incluyen acido ascoérbico y otros antioxidantes,
agentes quelantes tales como EDTA, hidratos de carbono tales como dexirina, hidroxialquilcelulosa,
hidroxialquilmetilcelulosa, acido estearico y similares. El pH de las formulaciones varia de aproximadamente 3 a
aproximadamente 11, pero habitualmente es de aproximadamente 7 a 10.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria (por ejemplo, comprimido)
y se pueden preparar mediante cualquiera de los procedimientos ampliamente conocidos en la técnica farmacéutica.
Las técnicas y formulaciones se encuentran en general en “Remington Pharmaceutical Sciences” (Mack Publishing
Co., Easton, PA). Dichos procedimientos incluyen la etapa de asociar el ingrediente activo con el vehiculo que
constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando uniformemente y
en profundidad el ingrediente activo con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos, o ambos, y luego,
si es necesario, dando forma al producto.

Las formulaciones farmacéuticas que contienen el ingrediente activo pueden estar en cualquier forma adecuada para
el procedimiento de administracién deseado. Cuando se usan oralmente, se pueden preparar, por ejemplo,
comprimidos, trociscos, pastillas, suspensiones acuosas u oleaginosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones,
capsulas blandas o duras, jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a un uso oral se pueden preparar segun
cualquier procedimiento conocido en la técnica de la fabricacion de composiciones farmacéuticas y dichas
composiciones pueden contener uno 0 mas agentes, incluyendo agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
agentes colorantes y agentes conservantes, con el fin de proporcionar una preparacion de un gusto agradable. Los
comprimidos que contienen el ingrediente activo mezclado con un excipiente no tdxico farmacéuticamente aceptable
que son adecuados para la fabricacién de comprimidos son aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo,
diluyentes inertes tales como carbonato de calcio o de sodio, lactosa, lactosa monohidratada, croscarmelosa sédica,
povidona, fosfato de calcio o sodio; agentes de granulacién y desintegrantes tales como almidén de maiz o acido
alginico; agentes aglutinantes tales como celulosa, celulosa microcristalina, almidon, gelatina o goma arabiga, y
agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido esteérico o talco. Los comprimidos pueden estar sin
recubrir o se pueden recubrir mediante técnicas conocidas que incluyen la microencapsulacion para retrasar la
desintegracién y la adsorcién en el tracto gastrointestinal, y asi proporcionar una accién sostenida durante un periodo
de tiempo mas largo. Por ejemplo, se puede emplear un material de retardo temporal tal como monoestearato de
glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera.

Las formulaciones para un uso oral también se pueden presentar en forma de capsulas de gelatina dura, en las que el
ingrediente activo estd mezclado con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, fosfato de calcio o caolin, o en forma de
capsulas de gelatina blanda, en las que el ingrediente activo esta mezclado con agua o un medio oleaginoso tal como
aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas de las sales de la invencion contienen los materiales activos mezclados con excipientes
adecuados para la fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes pueden incluir un agente de suspensién
tal como carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
goma tragacanto y goma arabiga, y agentes dispersantes o humectantes tales como un fosfatida de origen natural (por
ejemplo, lecitina), un producto de la condensacion de un éxido de alquileno con un &cido graso (por ejemplo, estearato
de polioxietileno), un producto de la condensacién de éxido de etileno con un alcohol alifatico de cadena larga (por
ejemplo, heptadecaetilenoxicetanol), un producto de la condensacion de éxido de etileno con un éster parcial derivado
de un acido graso y un anhidrido de hexitol (por ejemplo, monooleato de polioxietilensorbitan). La suspensiéon acuosa
también puede contener uno o mas conservantes tales como p-hidroxi-benzoato de etilo o n-propilo, uno o mas
agentes colorantes, uno 0 mas agentes aromatizantes y uno o mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o
sacarina.

Las suspensiones oleaginosas se pueden formular suspendiendo el ingrediente activo en un aceite vegetal tal como de
aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como parafina
liquida. Las suspensiones orales pueden contener un agente espesante tal como cera de abeja, parafina dura o
alcohol cetilico. Se pueden afnadir agentes edulcorantes tales como los expuestos anteriormente y agentes
aromatizantes para proporcionar una preparacion oral de sabor agradable. Estas composiciones se pueden conservar
mediante la adicion de un antioxidante tal como &cido ascorbico.

Los polvos y granulos dispersables de la invenciéon adecuados para la preparacion de una suspensién acuosa
mediante la adicion de agua proporcionan el ingrediente activo mezclado con un agente dispersante o humectante, un
agente de suspension y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de
suspension adecuados se ejemplifican mediante aquéllos descritos anteriormente. También pueden estar presentes
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otros excipientes adicionales, por ejemplo, agentes edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en agua. La
fase oleaginosa puede ser un aceite vegetal tal como aceite de oliva o aceite de cacahuete, un aceite mineral tal como
parafina liquida, o una mezcla de éstos. Los agentes emulsionantes adecuados incluyen gomas de origen natural tales
como goma arabiga y goma de tragacanto, fosfatidas naturales tales como lecitina de soja, ésteres o ésteres parciales
derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol tales como monooleato de sorbitan, y productos de la condensacion
de estos ésteres parciales con éxido de etileno, tales como monooleato de polioxietilensorbitan. La emulsién también
puede contener agentes edulcorantes y aromatizantes. Los jarabes y elixires se pueden formular con agentes
edulcorantes tales como glicerol, sorbitol 0 sacarosa. Dichas formulaciones también pueden contener un emoliente, un
conservante, un aromatizante o un agente colorante.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden estar en forma de una preparacion inyectable estéril tal
como una suspension inyectable estéril acuosa u oleaginosa. Esta suspension se puede formular segun la técnica
conocida usando aquellos agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensién adecuados que han sido
mencionados anteriormente. La preparacién inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable tal como una solucion en
1,3-butano-diol o prepararse como un polvo liofilizado. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden
emplear estan el agua, la solucion de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sédico. Ademas, se pueden emplear
aceites fijos estériles convencionalmente como medio disolvente o de suspensién. Para este propoésito, se puede
emplear cualquier aceite fijo blando, entre los que se incluyen los mono- o di-glicéridos. Ademas, en la preparacion de
inyectables, se pueden usar acidos grasos tales como acido oleico.

La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con el material vehiculo para producir una forma de
monodosis variara dependiendo, por ejemplo, del modo particular de administracion. Por ejemplo, una formulacién de
liberacion a lo largo del tiempo para una administracién oral a seres humanos puede contener de aproximadamente 1
a 1.000 mg de material activo combinado con una cantidad apropiada y conveniente de material vehiculo que puede
variar de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% de la composicion total (peso:peso).

Las formulaciones adecuadas para la administracion ocular incluyen gotas para los ojos en las que el ingrediente
activo esté disuelto o suspendido en un vehiculo adecuado, especialmente, un disolvente acuoso para el ingrediente
activo.

Las formulaciones adecuadas para la administracién tépica en la boca incluyen pastillas que comprenden el
ingrediente activo en una base aromatizada tal como sacarosa y goma arabiga o tragacanto; pastillas que comprenden
el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga; y enjuagues bucales
que comprenden el ingrediente activo en vehiculos liquidos adecuados.

Las formulaciones para la administracion rectal se pueden presentar en forma de supositorio con una base adecuada
que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato.

Las formulaciones adecuadas para la administracién intrapulmonar o nasal tienen un tamafo de particula, por ejemplo,
en el intervalo de 0,1 a 500 micrometros (incluyendo tamafos de particula en un intervalo de entre 0,1 y 500
micrometros en incrementos de micrémetros tales como 0,5, 1, 30 micrometros, 35 micrometros, etc.), que se
administra por inhalacién rapida a través del conducto nasal o por inhalacion a través de la boca para que llegue a los
sacos alveolares. Las formulaciones adecuadas incluyen soluciones acuosas u oleaginosas del ingrediente activo. Las
formulaciones adecuadas para la administracion de aerosol o polvo seco se pueden preparar segun procedimientos
convencionales y se administrar con otros agentes terapéuticos tales como los compuestos usados hasta la fecha en
el tratamiento o la profilaxis de afecciones asociadas con la actividad del VIH.

Las formulaciones adecuadas para la administracion vaginal se pueden presentar como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o formulaciones en pulverizado que contienen, ademas del ingrediente activo, vehiculos tales
como los conocidos en la técnica como apropiados.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral incluyen soluciones inyectables estériles acuosas y no
acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que vuelven la formulacion isoténica
con la sangre del receptor deseado; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspension y agentes espesantes.

Las formulaciones se presentan en recipientes monodosis o de multiples dosis, por ejemplo, en ampollas y viales
sellados, y se pueden almacenar en condiciones de criodesecacion (liofilizacién) que sélo requieren la adicion del
vehiculo liquido estéril, por ejemplo, de agua para inyeccion, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y
suspensiones inyectables extemporaneas se preparan a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo
descrito previamente. Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son aquéllas que contienen una dosis
diaria o unidad de sub-dosis diaria o0 una fraccion apropiada de la misma, del ingrediente activo. Asi pues, se puede
proporcionar, por ejemplo, una dosis diaria de una sal de la presente invencion en un solo comprimido o en multiples
comprimidos (por ejemplo, dos o tres comprimidos).
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Debe entenderse que, ademas de los ingredientes mencionados en particular anteriormente, las formulaciones de la
presente invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulacién
en cuestion, por ejemplo, aquéllos adecuados para una administracién oral pueden incluir agentes aromatizantes.

Las formulaciones farmacéuticas que también se encuentran dentro del alcance de la invencién proporcionan una
liberacion controlada del ingrediente activo para permitir una dosificacion menos frecuente o para mejorar el perfil
farmacocinético o de toxicidad del ingrediente activo. Por consiguiente, la invencion también proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden una o0 mas sales de la invencion formuladas para una liberacién
controlada o sostenida.

Una dosis eficaz de una sal de la presente invencion depende, por ejemplo, de si la sal se estd usando
profilacticamente (comunmente, se requiere una dosis mas baja en comparacién con el uso terapéutico de la misma
sal), el procedimiento de administracién y la formulaciéon farmacéutica, y serd determinada por el profesional clinico
mediante estudios convencionales de escalado de dosis. Cabe esperar que una dosis eficaz sea de aproximadamente
0,0001 mg/kg de peso corporal al dia a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia. ComiUnmente, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal al dia. Mas tipicamente, de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal al dia. Mas cominmente, de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,5 kg/mg de peso corporal al dia. Por ejemplo, la dosis diaria para un ser humano adulto de
aproximadamente 70 kg de peso corporal variara comunmente de 1 mg a 1.000 mg, preferentemente, de entre 5 mgy
500 mg, y puede tomar la forma de una o multiples dosis. A modo de ejemplo, la dosis de una sal de la presente
invencion en una formulacién de dosis unitaria que se administra una vez al dia puede ser de 1 mg a 100 mg, tal como,
de 30 mg a 60 mg, tal como una dosis diaria de 30 mg o una dosis diaria de 60 mg.

Terapia de combinacién

Cada una de las sales citrato, succinato y malonato de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se
puede emplear en combinacion con otros agentes terapéuticos para el tratamiento o la profilaxis del SIDA y/o una o
mas enfermedades diversas presentes en un sujeto humano que padece SIDA (por ejemplo, infecciones bacterianas
y/o fungicas, otras infecciones virales tales como la hepatitis B o la hepatitis C, o canceres tales como sarcoma de
Kaposi). El/los agente/s terapéutico/s adicional/es se puede/n coformular con uno o mas sales de la invencién (por
ejemplo, coformularse en un comprimido).

Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos adicionales incluyen agentes que son eficaces para el tratamiento o la
profilaxis de infecciones virales, parasitarias o bacterianas, o afecciones asociadas, o para el tratamiento de tumores o
afecciones relacionadas, incluyendo 3'-azido-3'-desoxitimidina (zidovudina, AZT), 2'-desoxi-3'-tiacitidina (3TC),
2',3'-didesoxi-2',3'-didehidroadenosina (D4A), 2',3'-didesoxi-2',3'-didehidrotimidina (D4T), carbovir
(2',3"-didesoxi-2',3'-dideshidroguanosina carbociclica), 3'-azido-2',3'-didesoxiuridina, 5-fluorotimidina,
(E)-5-(2-bromovinil)-2'-desoxiuridina  (BVDU), 2-clorodesoxiadenosina, 2-desoxicoformicina, 5-fluorouracilo,
5-fluorouridina, 5-fluoro-2'-desoxiuridina, 5-trifluorometil-2'-desoxiuridina, 6-azauridina, &cido 5-fluoroardético,
metotrexato, triacetiluridina, 1-(2'-desoxi-2'-fluoro-1-B-arabinosil)-5-yodocitidina (FIAC), tetrahidro-imidazo(4,5,
1-jk)-(1,4)-benzodiazepin-3(1 H)-tiona (TIBO), 2'-GMP norciclico, 6-metoxipurina-arabinésido (ara-M), 2’-O-valerato de
6-metoxipurina-arabindsido; citosina-arabinésido (ara-C), 2',3'-didesoxinucledsidos tales como 2’,3'-didesoxicitidina
(ddC), 2',3-didesoxiadenosina (ddA) y 2',3'-didesoxinosina (dd1); nucledsidos aciclicos tales como aciclovir,
penciclovir, famciclovir, ganciclovir, HPMPC, PMEA, pMEG, PMPA, PMPDAP, FPMPA, HPMPA, HPMPDAP, (2R,
5R)-9-terrahidro-5-(fosfonometoxi)-2-furaniladenina, (2R,5R)-1-tetrahidro-5-(fosfonometoxi)-2-furaniltimidina; otros
antivirales incluyendo ribavirina (adenina-arabinésido), 2-tio-6-azauridina, tubercidina, acido aurintricarboxilico,
3-deazaneoplanocina, neoplanocina, rimantidina, adamantina y foscarnet (fosfonoformiato trisédico); agentes
antibacterianos, incluyendo fluoroquinolonas bactericidas (ciprofloxacina, pefloxacina y similares); antibiéticos
bactericidas aminoglucésidos (estreptomicina, gentamicina, amicacina y similares); inhibidores de B-lactamasa
(cefalosporinas, penicilinas y similares); otros bactiricidas, entre los que se incluyen tetraciclina, isoniazida, rifampina,
cefoperazona, claitromicina y azitromicina; agentes antiparasitarios o antiflingicos, incluyendo pentamidina
(1,5-bis(4'-aminofenoxi)pentano), 9-desazainosina, sulfametoxazol, sulfadiazina, quinapiramina, quinina, fluconazol,
ketoconazol, itraconazol, anfotericina B, 5-fluorocitosina, clotrimazol, hexadecilfosfocolina y nistatina; inhibidores de la
excrecion renal tales como probenecid; inhibidores del transporte de nucledsidos tales como dipiridamol, dilazep y
nitrobenciltioinosina; inmunomoduladores tales como FK5086, ciclosporina A, timosina a-1; citoquinas incluyendo TNF y
TGF-B; interferones incluyendo IFN-a, IFN-B e IFN-y; interleucinas incluyendo diversas interleucinas, factores
estimulantes de colonias de macroéfagos/granulocitos, incluyendo GM-CSF, G-CSF; M-CSF, antagonistas de citocinas
incluyendo anticuerpos anti-TNF, anticuerpos anti-interleucina, receptores solubles de interleucina, inhibidores de la
proteina quinasa C y similares.

Los ejemplos de agentes terapéuticos o ingredientes activos adecuados que se pueden combinar con las sales de la
invencion y que tienen actividad contra el VIH, incluyen 1) inhibidores de la proteasa del VIH, por ejemplo, amprenauvir,
atazanavir, fosamprenavir, indinavir, lopinavir, ritonavir, lopinavir + ritonavir, nelfinavir, saquinavir, tipranavir,
brecanavir, darunavir, TMC-126, TMC-114, mozenavir (DMP-450), JE-2147 (AG1776), AG1859, DG35, L-756423,
RO0334649, KNI-272, DPC-681, DPC-684 y GW640385X, DG17.PPL-100; 2) un inhibidor no nucleésido de la
transcriptasa inversa del VIH, por ejemplo, capravirina, emivirina, deloviridina, efavirenz, nevirapina, (+)calanolida A,
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etravirina, GW5634, DPC-083, DPC-961, DPC-963, MIV-150 y TMC-120, TMC-278 (rilpivirina), efavirenz, BILR 355
BS, VRX 840773, UK-453,061, RDEA806; 3) un inhibidor nucledsido de la transcriptasa inversa del VIH, por ejemplo,
zidovudina, emtricitabina, didanosina, estavudina, zalcitabina, lamivudina, abacavir, amdoxovir, elvucitabina,
alovudina, MIV-210, racivir (-FTC), D-d4FC, emtricitabina, fosfazida, fozivudina tidoxil , fosalvudina tidoxil, apricitibina
(AVX754), amdoxovir, KP-1461, abacavir + lamivudina, abacavir + lamivudina + zidovudina, zidovudina + lamivudina;
4) un inhibidor nucleétido de la transcriptasa inversa del VIH, por ejemplo, tenofovir, tenofovir disoproxil fumarato +
emtricitabina, tenofovir disoproxil fumarato + emtricitabina + efavirenz y adefovir; 5) un inhibidor de la integrasa del
VIH, por ejemplo, curcumina, derivados de curcumina, acido chicérico, derivados de &acido chicérico, acido
3,5-dicafeoilquinico, derivados del &cido 3,5-dicafeoilquinico, acido aurintricarboxilico, derivados de &cido
aurintricarboxilico, fenetiléster acido cafeico, derivados de fenetiléster de acido cafeico, tirfostina, derivados de
tifostina, quercetina, derivados de la quercetina, S-1360, zintevir (AR-177), L-870812 y L-870810, MK-0518
(raltegravir), BMS-707035, MIK-2048, BA-011, BMS-538158, GSK364735C; 6) un inhibidor de gp41, por ejemplo,
enfuvirtida, sifuvirtida, FBO06M, TRI-1144, SPC3, DES6, Locus gp41, CovX y REP 9; 7) un inhibidor de CXCR4, por
ejemplo, AMD-070; 8) un inhibidor de la entrada, por ejemplo, SP01A, TNX-355; 9) un inhibidor de gp120, por ejemplo,
BMS-488043 y BlockAide/CR; 10) un inhibidor de G6PD y NADH oxidasa, por ejemplo, inmunitina; 10) un inhibidor de
CCR5, por ejemplo, aplaviroc, vicriviroc, INCB9471, PRO-140, INCB15050, P-232798, CCR5mAb004 y maraviroc; 11)
un interferdn, por ejemplo, rIFN-alfa 2b pegilado, rIFN-alfa 2a pegilado, rIFN-alfa 2b, IFN alfa-2b XL, rIFN-alfa 2a, IFN
alfa consenso, infergen, rebif, locteron, AV1-005, PEG-infergen, IFN-beta pegilado, interferdn alfa oral, ferén, reaferdn,
intermax alfa, r-IFN-beta, infergen + actimmune, IFN-omega con DUROS y albuferén; 12) analogos de ribavirina, por
ejemplo, rebetol, copegus, levovirina, VX-497 y viramidina (taribavirina); 13) inhibidores de NS5a, por ejemplo, A-831 y
A-689; 14) inhibidores de la polimerasa NS5b, por ejemplo, NM-283, valopicitabina, R1626, PSI-6130 (R1656),
HIV-796, BILB 1941, MK-0608, NM-107, R7128, VCH-759, PF-868554, GSK625433 y XTL-2125; 15) inhibidores de la
proteasa NS3, por ejemplo, SCH-503034 (SCH-7), VX-950 (Telaprevir), ITMN-191 y BILN-2065; 16) inhibidores de la
alfa-glucosidasa 1, por ejemplo, MX-3253 (celgosivir) y UT-231B; 17) hepatoprotectores, por ejemplo, IDN-6556, ME
3738, MitoQ y LB-84451; 18) inhibidores no nucledsidos del VIH, por ejemplo, derivados de bencimidazol, derivados
de benzo-1,2,4-tiadiazina y derivados de fenilalanina; 19) otros farmacos para el tratamiento del VIH, por ejemplo,
zadaxina, nitazoxanida (alinea), BIVN-401 (virostat), DEBIO-025, VGX-410C, EMZ-702, AVI 4065, bavituximab,
oglufanide, PYN-17, KPE02003002, actilon (CPG-10101), KRN-7000, civacir, GI-5005, ANA-975 (isatoribina),
XTL-6865, ANA 971, NOV-205, tarvacina, EHC-18 y NIM811; 19) potenciadores farmacocinéticos, por ejemplo,
BAS-100 y SPI452; 20) inhibidores de la ARNasa H, por ejemplo, ODN-93 y ODN-112; 21) otros agentes contra el VIH,
por ejemplo, VGV-1, PA-457 (bevirimat), ampligen, HRG214, citolin, polimun, VGX-410, KD247, AMZ 0026, CYT
99007, A-221 VIH, BAY 50-4798, MDX010 (iplimumab), PBS119, ALG889 y PA-1050040.

De nuevo, a modo de ejemplo, la siguiente lista da a conocer ejemplos de antivirales contra el VIH, con sus
correspondientes numeros de patente estadounidense, que se pueden combinar con las sales de la presente
invencion.

Ejemplos de antivirales contra el VIH y niUmeros de patente

Ziagen (Sulfato de abacavir, US 5.034.394)

Epzicom (Sulfato de abacavir/lamivudina, US 5.034.394)
Hepsera (Adefovir dipivoxil, US 4.724.233)

Agenerase (Amprenavir, US 5.646.180)

Reyataz (Sulfato de atazanavir, US 5.849.911)

Rescriptor (Mesilato de delavirdina, US 5.563.142)

Hivid (Didesoxicitidina; Zalcitabina, US 5.028.595)

Videx (Didesoxiinosina; Didanosina, US 4.861.759)
Sustiva (Efavirenz, US 5.519.021)

Emtriva (Emtricitabina, US 6.642.245)

Lexiva (Fosamprenavir célcico, US 6.436.989)

Virudin; Triapten; Foscavir (Foscarnet sédico, US 6.476.009)
Crixivan (Sulfato de indinavir, US 5.413.999)

Epivir (Lamivudina, US 5.047.407)

Combivir (Lamivudina/Zidovudina, US 4.724.232)

Aluviran (Lopinavir)

Kaletra (Lopinavir/ritonavir, US 5.541.206)

Viracept (Mesilato de nelfinavir, US 5.484.926)

Viramuna (Nevirapina, US 5.366.972)

Norvir (Ritonavir, US 5.541.206)

Invirase; Fortovase (Mesilato de saquinavir, US 5.196.438)
Zerit (Estavudina, US 4.978.655)

Truvada (Tenofovir disoproxil fumarato/emtricitabina, US 5.210.085)
Aptivus (Tipranavir)

Retrovir (Zidovudina; Azidotimidina, US 4.724.232).

Procedimientos de inhibicién del VIH
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Se revelan procedimientos para tratar el Sindrome de InmunoDeficiencia Adquirida (SIDA), de modo que cada
procedimiento incluye la etapa de administrar a un ser humano que padece SIDA una cantidad terapéuticamente
eficaz de una sal de la invencion, o un hidrato de una sal de la invencion. El tratamiento del SIDA incluye la mejoria de
al menos un sintoma del SIDA, y/o ralentizar o prevenir la progresion de la enfermedad. Lo comun es administrar la
cantidad terapéuticamente eficaz de la sal a un ser humano en forma de una composiciéon farmacéutica, segun lo
descrito en el apartado titulado “Composiciones farmacéuticas”. Comunmente, la composicion farmacéutica se
administra por via oral, por ejemplo, en forma de comprimido. Los ejemplos de dosis diarias terapéuticamente eficaces
de una o mas sales de la invencion, o sus hidratos, son de 1 mg a 100 mg, tal como de 10 mg a 30 mg. Las sales de la
invencion se pueden administrar diariamente, por ejemplo, en forma de uno o0 mas comprimidos que incluyen una
cantidad de sal que proporciona una cantidad eficaz, tal como 10 mg o 30 mg o 60 mg, de la base libre, cuando la sal
se disocia en un medio acuoso dentro del cuerpo humano.

Vias de administracién

Se administraran una o mas sales de la invencién por cualquier via apropiada para la afeccion por tratar. Las vias
adecuadas incluyen la via oral, rectal, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal y parenteral (incluyendo
subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y epidural) y similares. Se apreciard que la via
preferida puede variar, por ejemplo, con la afeccion del receptor. Una ventaja de las sales de la presente invencion es
que son biodisponibles oralmente y se pueden administrar oralmente.

Ejemplos y realizaciones ejemplares:

Ejemplo de referencia 1. Sintesis de N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-
2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

9
3 B8r

&

BzO
(2)
2-Desoxi-2-fluoro-3,5-di-O-benzoil-a-D-arabinofuranosilbromuro (2)

El Compuesto (2) se sintetizd segun los esquemas sintéticos revelados en Tann et al., JOC, 1985, Vol. 50, p. 3644 y
Howell et al., JOC, 1988, Vol. 53, p.85.

A una soluciéon de 1,3,5-tri-O-benzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa (1) (120 g, 258 mmol), comercialmente
disponible en Davos o CMS chemicals, en CHxCl; (1 I) se afadié HBr al 33%/acido acético (80 ml). Se agitd la mezcla
a temperatura ambiente durante 16 h, se enfri6 con agua con hielo y se neutralizé lentamente durante 1-2 h con
NaHCOs (150 g/solucién de 1,5 1).

Se separo la fase de CH2Cl» y se concentrd bajo presion reducida. Se disolvid el residuo en acetato de etilo y se lavé
con NaHCO;3 hasta que no quedo acido presente. Se seco la fase organica sobre MgSO., se filtrd y se concentré bajo
una presion reducida, dando el producto 2 en forma de un aceite amarillo (~115 g).

ct
N ~
N
¢ f)
0 o
BzO’UN N
\ F
Bzd
(3)

2-Desoxi-2-fluoro-3,5-di-O-benzoil-B-D-arabinofuranosil-9H-6-cloropurina (3)

El Compuesto (3) se sintetizd segln los esquemas sintéticos revelados en Ma et al, J. Med. Chem, 1997, Vol. 40, p.
2750; Marquez et al, J. Med. Chem, 1990, Vol. 33, p. 978; Hildebrand et al, J. Org. Chem, 1992, Vol. 57, p. 1808 y
Kazimierczuk et al, JACS, 1984, Vol. 106, p. 6379.

A una suspensién de NaH (14 g, 60%) en acetonitrilo (900 ml), se afadié 6-cloropurina (52,6 g) en 3 porciones. Se

agité la mezcla a temperatura ambiente durante 1,5 h. Se anadi6 una solucion de 2 (258 mmol) en acetonitrilo (300 ml)
en gotas. Se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 16 h. Se interrumpid la reaccién con acido
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aceético (3,5 ml), se filtré y se concentrd bajo presion reducida. Se dividio el residuo entre CHxCl, y agua. Se seco la
fase organica sobre MgSOQsa, se filtr6 y se concentrd. Se tratd el residuo con CHxCl> y luego con EtOH (~1:2 total),
precipitando el producto 3 deseado en forma de un s6lido amarillento (83 g, 65% de 1).

¢
Ho N 2’:
HO
(4)

2-Desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranesil-6-metoxiadenina (4)

A una suspensién de 3 (83 g, 167 mmol) en metanol (1 1) a 0°C, se afiadi6 NaOMe (25% en peso, 76 ml). Se agité la
mezcla a temperatura ambiente durante 2 h, y luego se interrumpié con acido acético (~11 ml, pH = 7). Se concentré la
mezcla bajo una presién reducida, y se dividié el residuo resultante entre hexano y agua (aproximadamente 500 ml de
hexano y 300 ml de agua). Se separd la capa acuosa y volvié a mezclar la capa organica con agua una vez
(aproximadamente 300 ml). Se combinaron las fracciones acuosas, y se concentraron bajo presién reducida hasta
~100 ml. Precipité el producto 4, y se recogié mediante filtracién (42 g, 88%).

OMe

HO

N NS
o y ]\/k'*’
Lot
F

HO (5)

1-Desoxi-2-fluoro-5-carboxi--D-arabinofuranosil-6-metoxiadenina (5)
El Compuesto (5) se sintetizé segun los esquemas sintéticos revelados en Moss et al., J. Chem. Soc., 1963, p. 1149.

Se agité una mezcla de Pt/C (10%, 15 g (20-30% equiv. molares) en forma de suspension acuosa) y NaHCOs3 (1,5 g,
17,94 mmol) en H20O (500 ml) a 65°C bajo H» durante 0,5 h. Luego se dejé enfriar la mezcla de reaccion, se colocé al
vacio y se purg6 con Nz varias veces para eliminar completamente todo el Hz. Entonces se afiadié el Compuesto 4
(5,1 g, 17,94 mmol) a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de reaccion a 65°C bajo O; (balén) hasta que la
reaccion se completdé segun CL-EM (comlUnmente 24-72 h). Se enfrié la mezcla hasta la temperatura ambiente y se
filtr6. Se lavd bien el Pt/C con H2O. Se concentraron los filirados combinados hasta ~30 ml y se acidificé (pH 4)
mediante la adicién de HCI (4N) a 0°C. Precipité un sélido negro que se recogié mediante filtraciéon. Se disolvid el
producto crudo en una cantidad minima de metanol y se filtr6 a través de un lecho corto de gel de silice (eluyendo con
metanol). Se concentrd el filtrado y se cristalizé en agua, dando el Compuesto 5 (2,5 g) en forma de un sélido de color
blanco roto.

OMe

EtO-j’l-vO o N/L N/

()

(2'R, 3'S, 4'R, 5'R)-6-Metoxi-9-[tetrahidro-4-yodo-3-fluoro-5-(dietoxifosfinil)metoxi-2-furanil]purina (6)
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El Compuesto (6) se sintetizd segun los esquemas sintéticos revelados en Zemlicka et al., J. Amer. Chem., Soc., 1972,
Vol. 94, p. 3213.

A una solucién de 5 (22 mg; 73,77 mmol) en DMF (400 ml), se afiadieron DMF dineopentil acetal (150 ml, 538 mmol) y
acido metanosulfonico (9,5 ml; 146,6 mmol). Se agito la mezcla de reaccién a 80-93°C (temperatura interna) durante
30 min, luego se enfri6 hasta la temperatura ambiente y se concentrd bajo una presién reducida. Se dividié el residuo
entre acetato de etilo y agua. Se separo la fase organica y se lavdo con NaHCOj3; seguido de salmuera, se seco sobre
MgSO., se filtrdé y se concentr6 bajo presion reducida. Se disolvieron el residuo y dietil(hidroximetil)fosfonato (33 ml,
225 mmol) en CH2Cl> (250 ml) y se enfriaron hasta -40°C. Se afadié una solucién de monobromuro de yodo (30,5 g,
1,1 mmol) en CHxCI, (100 ml) en gotas. Se agitd la mezcla de -20°C a -5°C durante 6 h. Luego se detuvo la reaccion
con NaHCO3 y NaxS203. Se separd la fase organica y se extrajo la fase acuosa con CHxCl,. Se lavaron las fases
organicas combinadas con salmuera, se secaron sobre MgSQOys, se filtraron y concentraron bajo presion reducida. Se
purificé el residuo mediante cromatografia sobre gel de silice, dando el producto 6 (6 g, 15,3%).

Procedimiento alternativo para la preparacién de 6

Se tratdé una solucion de 5 (2,0 g, 6,7 mmol) en THF (45 ml) con trifenilfosfina (2,3 g, 8,7 mmol) bajo N2, Se afadié
azodicarboxilato de diisopropilo (1,8 g, 8,7 mmol) lentamente. Se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente
durante 1 hy luego se concentr6 bajo presion reducida hasta la sequedad. Se disolvi6 el residuo en CHzClz (20 ml), y
luego se trat6 con dietil(hidroximetil)fosfonato (4,5 g, 27 mmol). Se enfrié la mezcla hasta -60°C y luego se afadié una
solucidn fria de monobromuro de yodo (2 g, 9,6 mmol) en CH2Cl» (10 ml). Se calenté la mezcla de reaccion hasta -10°C
y después se mantuvo a -10°C durante 1 h. Se diluyé la mezcla de reacciéon con CHxCly, se lavé con NaHCOs acuoso
saturado y luego con tiosulfato de sodio acuoso. Se separé la fase organica, se secd sobre MgSO. y se concentré bajo
presién reducida hasta la sequedad. Se purificd la mezcla de reaccion mediante cromatografia sobre gel de silice
(eluyendo con acetato de etilo al 25% en CHCl», después se cambié a metanol al 3% en CH3Cly), proporcionando el
producto 6 (0,9 g, 33%).

OMe

N B

A N

00O Ay

- N
Eo g

F (7

(2'R, 5'R)-6-Metoxi-9-[3-fluoro-2,5-dihidro-5-(dietoxifosfinil)metoxi-2-furanil]purina (7)

A una solucién del Compuesto 6 (6 g, 11,3 mmol) en acido acético (2,5 ml) y metanol (50 ml), se afiadi6 NaCIO
(10-13%) (50 ml) en gotas. Después, se agitd la mezcla de reaccion durante 0,5 h y se concentr6 bajo presion
reducida. Se tratd el residuo con acetato de etilo y luego se filtré para eliminar los sélidos. Se concentro el filtrado y se
purifico el residuo mediante cromatografia sobre gel de silice, dando el compuesto 7 (4 g; 88%).

1
N B
N
N Og 0,0 </NI\’)
+Na~ - . N
+Na0 ~ \(:2’
F (8)
Sal disodio de (2'R, 5'R)-9-(fluoro-2,5-dihidro-5-fosfonometoxi-2-furanil)adenina (8)

Se mezclé una solucién del compuesto 7 (2,3 g, 5,7 mmol) en metanol (6 ml) con hidroxido de amonio (28-30%)
(60 ml). Se agit6 la mezcla resultante a 120°C durante 4 h, se enfri6 y luego se concentrd bajo presién reducida. Se
seco el residuo al vacio durante 12 h. Se disolvié el residuo en DMF (40 ml) y se afiadié bromotrimetilsilano (3,5 ml). Se
agité la mezcla a temperatura ambiente durante 16 h y luego se concentré bajo presién reducida. Se disolvio el residuo
en NaHCOs (2,3 g en 100 ml de agua). Se evaporo6 la solucién y se purifico el residuo sobre una columna C-18 (40 pm),
eluyendo con agua. Se criodesecaron las fracciones acuosas, dando la sal disodio 8 (1,22 g, 57%).
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HN»PVo o N’L N’)
@ F
(9)

Ejemplo de preparacion del monoamidato (9)

Se mezclaron sal disodio 8 (25 mg, 0,066 mmol), clorhidrato de (S)-Ala-O-ciclobutiléster (24 mg, 2 eq., 0,133 mmol) y
fenol (31 mg, 0,333 mmol) en piridina anhidra (1 ml). Se afnadi6 trietilamina (111 pl, 0,799 mmol) y se agité la mezcla
resultante a 60°C bajo nitrogeno. En un matraz separado, se disolvieron 2’-aldritiol (122 mg, 0,466 mmol) y
trifenilfosfina (103 mg, 0,466 mmol) en piridina anhidra (0,5 ml), y se agité la solucién amarilla resultante durante 15-20
min. Luego se anadié la solucion a la solucién de 8 en una porcion. Se agité la mezcla combinada a 60°C bajo
nitrégeno durante 16 h, dando una solucién de color amarillo a marrdn claro transparente. Después se concentrd la
mezcla bajo presién reducida. Se disolvio el aceite resultante en CH2Cl» y se purific6 mediante cromatografia sobre gel
de silice (eluyendo con un gradiente lineal de MeOH del 0 al 5% en CHxCl») dando un aceite. Se disolvi6 el aceite
resultante en acetonitrilo y agua, y se purificdé mediante CLAR preparativa (gradiente lineal, acetonitrilo al 5-95% en
agua). Se combinaron las fracciones puras y se criodesecaron, dando monoamidato 9 en forma de polvo blanco.

NHz
/— O ‘-‘ N ~ N

(10)

Ejemplo de preparacion de bis-amidato (10)

Se mezclaron sal disodio 8 (12 mg, 0,032 mmol), clorhidrato de (S)-Ala-O-n-Pr-éster (32 mg, 6 eq., 0,192 mmol) en
piridina anhidra (1 ml). Se afadié trietilamina (53 pl, 0,384 mmol) y se agitd la mezcla resultante a 60°C bajo nitrégeno.
En un matraz separado, se disolvieron 2’-aldritiol (59 mg, 0,224 mmol) y trifenilfosfina (49 mg, 0,224 mmol) en piridina
anhidra (0,5 ml) y se agit6 la solucién amarilla resultante durante 15-20 min. Luego se afiadio la solucion a la solucién
de 8 en una porcion. Se agité la mezcla combinada a 60°C bajo nitrégeno durante 16 h, dando una solucién de color
amarillo a marrén claro transparente. Después se concentr6 la mezcla bajo presién reducida. Se disolvié el aceite
resultante en CHxCl, y se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice (eluyendo con un gradiente lineal de
MeOH del 0 al 5% en CHxCl,), dando un aceite. Se disolvié el aceite resultante en acetonitrilo y agua, y se purifico
mediante CLAR preparativa (gradiente lineal, acetonitrilo al 5-95% en agua). Se combinaron las fracciones puras y se
criodesecaron, dando el bis-amidato en forma de polvo blanco.

NH»
i 9 <:N l\\jj
E1O._ ,T' OO NN
T
/L F
g

Ejemplo de preparacion del monoamidato (11)

Se mezcl6 el Compuesto 8 (1,5 g, 4 mmol) con sal HCI de etil-alanin-éster (1,23 g, 8 mmol) y fenol (1,88 g, 20 mmol).
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Se anadio piridina anhidra (35 ml) seguida de TEA (6,7 ml, 48 mmol). Se agit6 la mezcla a 60°C bajo nitrégeno durante
15-20 min. Se mezcl6 2'-aldritiol (7,3 g) en un matraz separado con trifenilfosfina (6,2 g) en piridina anhidra (5 ml), y se
agité la mezcla resultante durante 10-15 min, dando una solucién transparente de color amarillo claro. Luego se afiadié
la solucion a la solucién anterior y se agité durante una noche a 60°C. Se concentrd la mezcla bajo presion reducida
para eliminar la piridina. Se disolvio el residuo resultante en acetato de etilo y se lavé con una solucién saturada de
bicarbonato sédico (x 2) y luego con una solucién saturada de cloruro sédico. Se secd la capa organica con sulfato de
magnesio, se filtré y luego se concentrd bajo una presion reducida. Se disolvio el aceite resultante en diclorometano y
se carg6 sobre una columna CombiFlash seca, 40 g, eluyendo con un gradiente lineal de metanol al 0-5% en
diclorometano durante 10 min y luego con metanol al 5% en diclorometano durante 7-10 min. Se combinaron las
fracciones que contenian el producto deseado y se concentraron bajo presion reducida, dando una espuma. Se
disolvi6 la espuma en acetonitrilo y se purificé6 mediante CLAR prep, dando 11 (0,95 g).

Se disolvié 11 (950 mg) en una pequefia cantidad de acetonitrilo y se dejo reposar a temperatura ambiente durante una
noche. Se recogi6 el sélido mediante filtracion y se lavé con una cantidad pequefia de acetonitrilo. Se redujo el filtrado
al vacio y luego se cargé sobre una columna Chiralpak AS-H equilibrada en Tampén A, etanol al 2% en acetonitrilo. El
isomero A, 12, se eluy6 con tampén A a 10 ml/min durante 17 min., tras lo que se us6 Tampon B, metanol al 50% en
acetonitrilo, para eluir el isémero B, 13, por separado de la columna en 8 min.

Se retird todo el disolvente y luego se volvié a disolver por separado en acetonitrilo y agua. Las muestras se
criodesecaron por separado (Masa: 348 mg). A continuacién, se muestra el isbmero 12:

0
| "
EtO/J\‘"
HN'“-,,? 0. =N
P\/oﬁN\z\rNHz
= i t
PhO e NN

(12)

Ejemplo 2. Rastreo de las formas salinas de N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-il]
oxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Se rastrearon los siguientes &cidos para determinar si formaban las sales cristalinas adecuadas de N-{(S)
({l(2R,5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo: Acidos
minerales (HX, en los que X = halégeno; HzPQOys); acidos sulfénicos organicos (RSOsH, en los que R = Me, Et, Ph, acido
(+)-alcanfor-10-sulfénico; acido naftalen-2-sulfénico; &acido naftalen-1,5-disulfénico); éacidos monocarboxilicos
(RCOzH, en los que R = H, Me, Et, Ph, trans-PhCH=CH, CI,CH, PhCONHCHy) y acidos dicarboxilicos (malénico,
succinico, fumarico, adipico, oxalico, maleico).

Se obtuvieron soélidos con tres de los acidos anteriores cuando se mezclaron con N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-
purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo: acido trifluoroacético, acido
malonico y &cido succinico. El acido trifluoroacético no se considera farmacéuticamente aceptable.

El N-((S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
es un profarmaco de amidato que se descompone en disolventes préticos en condiciones acidas o béasicas. Por esta
razon, los acidos con restos potencialmente nucledfilos no se incluyeron en la serie inicial del rastreo. Posteriormente,
se evaluaron el acido citrico, acido glicélico, acido (S)-(+)-lactico, acido salicilico, acido (S)-(-)-malico, acido
(S)-(+)-mandélico y acido (S)-(+)-glutédmico. El
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato  de etilo
formo inesperadamente una sal cristalina estable con el acido citrico. Esto no era de esperar, porque el acido citrico
incluye un grupo hidroxilo que puede actuar como nucledfilo hacia el resto amidato del
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfi- noil]-L-alaninato de etilo,
pudiendo entrar en reacciébn con el mismo, formandose un enlace covalente entre el N{(S)
({l(2R,5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo y el
grupo hidroxilo del &cido citrico en la expulsion bien del fenol o del etiléster de alanina.

Ejemplo 3. Sintesis de la sal malonato de N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-
2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Se disolvié la forma de base libre del
N-(S)({((2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo en
2-butanona caliente (15 partes) y se afiadié acido malénico (0,26 partes), formando una soluciéon con agitacién. Se
anadio heptano (5 partes) a la solucién que se enfrié lentamente hasta aproximadamente 5°C, se recogi6 y se aclaré
con  2-butanona/heptano  frio. Por consiguiente, la sal malonato de  N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-
amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-iljoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se produjo con un
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rendimiento del aproximadamente 80%.

El espectro de RMN de la sal malonato tenia las siguientes caracteristicas: RMN de 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d)
ppm = 8,27 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,32 -7,20 (m, 3H), 7,15 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,78 (m, 1H), 5,88 (sa, 1H), 5,78 (s, 1H),
4,17 (m, 2H), 4,15-4,07 (m, 3H), 3,85 (dd, J = 8,0; 8,0, 1H), 3,38 (s, N), 1,31 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,23 (t, J = 7,0 Hz, 3H).
RMN de *'P (162 MHz, CLOROFORMO-d) ppm = 20,64 (s)

RMN de "°F (376 MHz, ACETONITRILO-d3) ppm = -135,19 (s)

Ejemplo 4. Sintesis de la sal succinato de N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran- 2-ilJoxi}
metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

Se disolvio la forma de base libre de
N{(S)({[(2R,5R)-S-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo en
2-butanona caliente (15 partes), y se afiadié acido succinico (0,28 partes), formando una solucién con agitacion. Se
enfri6 lentamente la solucién hasta aproximadamente 5°C, se recogio y se aclaré con 2-butanona fria, produciendo asi
la sal succinato de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidro-furan-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo a
un rendimiento del 80%.

El espectro de RMN de la sal succinato tenia las siguientes caracteristicas: RMN de 'H (400 MHz, ACETONITRILO-
d3) ppm = 8,26 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,29 (dd, J = 7,6; 7,6 Hz, 2H), 7,16 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,78
(m, 1H), 6,17 (sa, 1H), 5,89 (m, 2 H), 4,12-3,95 (multipletes solapados, 6H), 2,53 (s, 4H), 1,34 (d, J= 6,8, 3H), 1,18 (t, J
=7,2, 3H).

RMN de 21P (162 MHz, Acetonitrilo-d3) ppm = 21,60 (s)

RMN de "°F (376 MHz, Acetonitrilo-d3) ppm = -135,19 (s)

Ejemplo 5. Sintesis de la sal citrato de
N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo.

Se disolvié la forma de base libre de
N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
(aproximadamente, 30 g) en acetonitrilo caliente (16 partes), y se anadié acido citrico (0,38 partes) con agitacion. Se
enfrié lentamente la solucién resultante hasta aproximadamente 5°C, se recogioé y se aclaré con acetonitrilo frio, y se
secO, proporcionando asi la sal citrato de N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-
3-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo con un rendimiento del aproximadamente 84%.

El espectro de RMN de la sal citrato tenia las siguientes caracteristicas: RMN de 'H (400 MHz ,DMSO-d6) ppm = 8,20
(s, 2H), 7,45 (2H, sa), 7,29 (dd, J = 7,6; 7,6 Hz, 2H), 7,13 (dd, J = 7,2 Hz, J = 7,2 Hz, 1H), 7,12 (dd, = 8,0 Hz, J = 8,0
Hz, 2H), 6,86 (d J = 3,4 Hz, 1H), 6,14 (s, 1H), 5,97 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,78 (dd, J = 12,2; 10,4 Hz, 1H), 4,05 (m, 1H),
4,02 (m, 2H), 3,98 (m, 1H), 3,89 (m, 1H), 2,76 (d, J = 15,6 Hz, 2H), 2,66 (d, J = 15,6 Hz, 2H), 1,16 (d, J = 7,2 Hz, 1H).
RMN de *'P (162 MHz, DMSO-d6) ppm = 22,29 (s).

RMN de "°F (376 MHz, ACETONITRILO-d3) ppm = -133,88 (s).

EMAR: m/z: 507,1561; Calcd. para C21H24FNgOgP: 507,1557.

Anal. Calcd. para C21H24FNgOgP: C: 46,42; H: 4,62; N: 12,03, P: 4,43; F: 2,72; encontrado: C: 45,83; H: 4,74; N: 11,81;
P: 4,45; 35 F: 2,80.

Ejemplo 6. Propiedades fisicoquimicas de las sales de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi} metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Se prepararon lotes representativos de las sales malonato, succinato y citrato de N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-
purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo. Se determinaron los puntos de
fusién de estas sales y sirvieron como una medida aproximada de la estabilidad, indicando un punto de fusion mas alto
un nivel superior de estabilidad. Como se muestra en la Tabla 1, la sal citrato tenia el punto de fusiébn mas alto.
Ademas, en la Tabla 1, se muestra el calor de fusién (AHuusisn) de cada una de las tres sales. La sal citrato resulté tener
el calor de fusién mas elevado, lo que indicaba un grado de cristalinidad en estado sélido mayor al de las otras dos
sales.

Tabla 1. Temperaturas de fusion y calor de fusién de las sales succinato, malonato y citrato de N-{(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-iljoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Sal Peso molecular B(fusion) J'g Tm (2C)

Sal succinato 624,52 58,85 138,06
Sal malonato 610,49 66,10 120,13
Sal citrato 698,56 127,59 149,76
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La forma de base libre de N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}
metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo es amorfa, higroscopica y quimicamente inestable cuando se almacena en un
espacio abierto a 40°C y una humedad relativa del 75% (HR). Como se muestra en la Tabla 2, las correspondientes
sales succinato, malonato y citrato no resultaron ser higroscopicas a temperatura ambiente al exponerlas a una
humedad relativa del 92% durante varios dias.

Tabla 2. Higroscopicidad en estado soélido de las formas salinas de
N-{(S)({[2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo a
temperatura ambiente

Sal Tiempo (dias) 20-25°C/HR del 92%

0 0,01

Sal succinato
13 0,010
0 0,02

Sal malonato
13 0,12
0 0,01

Sal citrato

25 0,02

La estabilidad quimica en estado sélido de la base libre de las sales succinato, malonato y citrato de N-[(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se examin6 en
condiciones de espacio abierto a 40°C y humedad relativa del 75%. Como se muestra en la Tabla 3, la sal citrato
muestra una estabilidad quimica superior a la de las sales succinato y malonato.

Tabla 3. Estabilidad en estado sélido de la forma de base libre de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5- dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo y
las sales succinato, citrato, malonato correspondientes a 40°C/humedad relativa del 75% en un espacio abierto

Forma Tiempo (dias) Base libre (%) Otras impurezas (%)
0 99,01 0,99
7 82,95 17,05
Base libre
14 66,89 33,11
22 55,90 4410
0 98,95 1,05
9 95,15 4,85
Sal succinato 16 92,47 7,53
22 90,43 9,57
30 85,92 14,08
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(continuacién)

Forma Tiempo (dias) Base libre (%) Otras impurezas (%)

0 97,82 2,18

9 94,66 5,34

Sal malonato 16 92,97 7,03
30 93,48 6,52
30 85,84 14,16

0 98,00 2,00

4 97,27 2,73

Sal citrato 12 97,20 2,80
17 95,86 4,14

27 94,59 5,41

Ejemplo 7. Composicién de comprimidos que proporcionan un equivalente de 10 mg y 30 mg de base libre de
N-{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Se formulé la sal citrato de N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuron-2-iljoxi}metil)
fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo en comprimidos de 10 mg y 30 mg usando el procedimiento de compactacién con
rodillos. Primero se mezclaron el ingrediente activo, lactosa anhidra, celulosa microcristalina y croscarmelosa sdédica,
luego se lubricé la mezcla con un tercio de la cantidad total de estearato de magnesio, luego se compactd con un
rodillo, tras lo que se tritur6. Se lubricaron los granulos resultantes con el resto de la cantidad de estearato de
magnesio y se presionaron en comprimidos.

La Tabla 4 muestra la composicion de comprimidos que incluyen la sal citrato de
N{(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuron-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo y
que proporcionan bien 10 mg o 30 mg de la forma de base libre del compuesto cuando la sal citrato se disocia en un
medio acuoso.

Tabla 4
Férmula por unidad de
Componentes % p/p comprimido (mg/unidad) c%i?::gii; Funcion
10 mg 30 mg
Sal citrato 13,79% 13,79%" 41,37%° RCI Ingrediente activo
Lactosa anhidra® 66,00 66,00 198,00 FN Diluyente/Carga
Celulosa microcristalina| 15,21 15,21 45,63 FN Aglutinante/Carga
Croscarmelosa sédica | 3,50 3,50 10,50 FN Desintegrante
Estearato de magnesio| 1,50 1,50 4,50 FN Lubricante
Total 100,00 100,00 300,00

a Equivale al 10% de 2/2 de la forma de base libre del compuesto. El peso de la sustancia farmacolégica real se

ajustara para que corresponda con la pureza de la sustancia farmacolégica.

b Equivale a 10 mg de la forma de base libre del compuesto.
¢ Equivale a 30 mg e la forma de base libre del compuesto.
d La cantidad de la sustancia farmacolodgica ajustada se restara de la cantidad de lactosa anhidra.

¢ La abreviatura FN significa Formulario Nacional y la abreviatura HSE significa Referencia Compendial Interna
que es la norma interna usada en Gilead Sciences.

Ejemplo de referencia 8. Comparacion de la carga de linfocitos del metabolito activo tras la administracion a linfocitos
de N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuron-2-iljoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

(profarmaco) o compuesto precursor.
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El N-[(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuron-2-ilJoxi}metil) fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
es un profarmaco que se hidroliza en el cuerpo humano produciendo un producto de hidrélisis que, en lo sucesivo, se
denominara “el compuesto precursor”. El compuesto precursor se fosforila en el cuerpo humano, produciendo un
producto fosforilado biol6gicamente activo (en lo sucesivo, “el metabolito activo”) que inhibe la actividad de la enzima
transcriptasa inversa.

Para caracterizar el metabolismo intracelular del profarmaco y del compuesto precursor, se trataron los linfocitos bien
con profarmaco 1uyM o compuesto precursor 100uM durante 2, 6 y 24 horas. Se aislaron células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de capas leucocitarias humanas (Stanford Blood Bank, Palo Alto, CA), mediante
centrifugacién en Ficoll Paque Plus (GE Healthcare, Piscataway, NJ) segun el procedimiento del fabricante. Las CMSP
aisladas de 3 a 4 donantes independientes se mantuvieron en medio RPMI-1640 con suero bovino fetal al 20% y
antibiéticos (estado quiescente) o se activaron en presencia de interleucina 2 (20 unidades/ml, Roche Biochemicals,
Indianapolis, IN) y fitohemaglutinina PHA-P (1 pg/ml, Sigma) durante 3 a 4 dias antes de iniciar los experimentos.

Se obtuvieron linfocitos T CCRF-CEM transformados humanos de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(Manassas, VA) y se cultivaron en medio RPMI-1640 complementado con SBF al 10% y antibi6ticos. Se recogié una
alicuota de células (2-3 x 10° células) en cada punto temporal, se contaron, se sedimentaron mediante centrifugacion,
se volvieron a suspender en 0,5 ml del medio de tratamiento original y se dispusieron en capas sobre 0,5 ml de aceite
Nyosil M25. Se centrifugaron las muestras en un microcentrifugador durante 20 segundos a una velocidad maxima
(aproximadamente 800 x g). Se retiré la capa superior del medio y se lavé la capa oleaginosa dos veces con 0,8 ml de
solucién salina tamponada con fosfato. Se retiraron cuidadosamente el tamp6n de lavado y la capa oleaginosa, se
volvieron a suspender los nédulos celulares en 0,5 ml de metanol al 70% y se incubaron durante una noche a -70°C
para facilitar la lisis celular. Se centrifugaron los lisados celulares, se recogieron los sobrenadantes, se secaron al
vacio y se volvieron a suspender en 10 pl de acetato de tetrabutilamonio que contenia el difosfato de acido
[5-(6-amino-purin-9-il)-2,5-dihidro-furan-2-iloximetil]-fosfénico (el analogo no fluorado del metabolito activo) como
patron interno.

Se us6 una cromatografia en fase liquida de alta resolucion de apareamiento idnico transitorio acoplada a una
espectrometria de masas en tandem con ionizacion positiva de electroaspersion (CL-EM-EM) para cuantificar los
nucleétidos intracelulares. Los procedimientos fueron una adaptacién de los descritos para el analogo nucleotidico de
fosfonato aciclico adefovir, sus metabolitos fosforilados y nucleétidos naturales (Vela, J. E. et al. “Simultaneous
quantitation of the nucleotide analog adefovir, its phosphorilated anabolites and 2'-desoxiadenosine triphosphate by
ion-pairing LC/MS/MS”. Journal of Chromatography, B Anal.Technol. Biomed. Life Sci., vol. 848, 2007, pp 335-343).
Se generaron curvas patron y muestras de control de calidad para todos los analitos usando extractos de células sin
tratar. Las curvas patrén de siete puntos variaban en general de 0,03 a 20 pmol/millon de células y tenian una
linealidad en exceso de r? igual a 0,99 para todos los analitos. Los limites inferiores para las cuantificaciones de todos
los analitos variaban de 0,05 a 0,1 pmol/millén de células. Se procesaron muestras de control de calidad de baja y alta
concentracién (comunmente, de 0,2 y 10 pmol/millén de células, respectivamente) con cada analito al principio y final
de cada serie analitica para garantizar la exactitud y la precision en * 20%.

Se incubd el compuesto precursor a una concentracion 100 veces superior (100puM) que el profarmaco (1uM) para
facilitar la exactitud del analisis de la acumulacion intracelular mucho menor de metabolitos observada tras la
incubacién de linfocitos con el compuesto precursor. Como se muestra en la Tabla 5, el profarmaco indujo un aumento
de los niveles de metabolito activo de 76, 290 y 140 veces mayor que el compuesto precursor tras la incubacién con
CEM-CCRF, CMSP quiescentes y CMSP activadas, respectivamente. Los niveles de metabolito activo se
normalizaron en base a la concentracion extracelular tras incubaciones con profarmaco 1uM o con compuesto
precursor 100pM.

Tabla 5

Concentracion de metabolito activo normalizado en base a la dosis
((pmol/millén)/concentracion de medio 1uM)

CEM-CCRF CMSP quiescentes CMSP activadas
Compuesto precursor 0,087 £0,014 0,012 £ 0,004 0,045 £ 0,004
Profarmaco 6,57 +1,00 3,52 +0,96 6,45+ 1,64

Los valores representan la media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados
por duplicado
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Ejemplo de referencia 9. Comparacion de la actividad contra el VIH del profarmaco y el compuesto precursor
El término "profarmaco” y la expresion “compuesto precursor” tienen los significados expuestos en el Ejemplo 8.

Se mantuvieron células MT-2 en medio RPMI-1640 complementado con antibiéticos y suero bovino fetal al 10% (SBF).
Se infectaron las células MT-2 con IlIB de VIH-1 a una multiplicidad de infeccién (Mdl) de 0,01 y se afiadieron a placas
de 96 pocillos con diluciones en serie de los compuestos analizados a una densidad de 20.000 células/pocillo. Tras
una incubacion de 5 dias, se determind el efecto citopatico inducido por el virus usando un ensayo de viabilidad celular
CellTiter-GloTM (Promega, Madison, WI) y se expres6 como un porcentaje de la sefal de las muestras con una
replicacién viral completamente inhibida tras la sustraccion de la sefal del control sin tratar. Se determiné la
concentracién de cada farmaco que inhibié el efecto citopatico inducido por el virus en un 50% (CEsg) mediante una
regresion no lineal. Se determind la actividad contra mutantes resistentes a NRTI en paralelo con virus control de tipo
natural, y se calculé el nivel de cambio en CEsp.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humanas (CMSP) de capas leucocitarias de donantes
mediante centrifugacion en Ficoll Paque Plus y se activaron durante 4-5 dias en el medio RPMI-1640 con SBF al 20%,
antibiéticos, interleucina-2 (20 unidades/ml) y fitohemaglutinina PHA-P (1 pg/ml). Se infectaron CMSP activadas con
BalL del VIH-1 durante 3 horas, se lavaron, se sembraron en placas de 96 pocillos (250.000 células/pocillo) y se
incubaron con diluciones en serie de compuestos analizados durante 5 dias, momento en el que se recogieron los
sobrenadantes celulares y se determiné la produccién de virus usando un ELISA p24 del VIH-1 comercial (Beckman
Coulter, Miami, FL). La concentracion de cada farmaco que inhibi6 la produccion de antigeno p24 se determin6 en un
50% (CEsp) mediante un andlisis de regresion.

Se analiz6 el efecto de la adicién de prorrestos en la actividad contra el VIH en MT-2 y CMSP estimuladas infectadas
con el VIH-1. Como se muestra en la Tabla 6, el profarmaco fue 71 y 2.300 veces mas potente que el compuesto
precursor en MT-2 y CMSP activadas, respectivamente.

Tabla 6. Actividad contra el VIH-1 del profarmaco y del compuesto precursor en una linea celular derivada de linfocitos
y células linfoides primarias

CEso (UM)
MT-2 CMSP
Compuesto precursor 10,6 £t 24 85177
Profarmaco 0,15+ 0,04 0,003 +0,0001
Los valores representan la media + la desviacion estandar de al menos dos experimentos dependientes
realizados por triplicado.

Ejemplo 10. Biodisponibilidad oral de la sal citrato de
N-(S)({[(2R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuron-2-ilJoxi}metil) fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo
tras su administracién en forma de comprimido a perros Beagle

El grupo de dosificacién consistia en 3 perros Beagle macho no preinmunes. Se mantuvieron los animales en ayunas
durante la noche anterior a la administracién de la dosis y hasta 4 h después de la dosis. Los perros recibieron un solo
comprimido que contenia 41,38 mg de la sal citrato del profarmaco (que proporcionaba 30 mg del profarmaco por
comprimido). El comprimido consistia en el 13,79% de la sal citrato del profarmaco, lactosa anhidra al 66%, celulosa
microcristalina al 15,21%, croscamelosa sodica al 3,5% y estearato de magnesio al 1,5% en peso. Se extrajeron
muestras de plasma antes de la dosificacion (0 h) y a las 0,083; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12; 24 h. Se recogieron las
muestras sanguineas en tubos Vacutainer™ que contenian EDTA-K3. Se centrifugaron las muestras sanguineas a 4°C
para separar el plasma. Primero se diluy6 una alicuota de 100 pl de cada muestra plasmatica con 300 ul de acetonitrilo
al 80%/agua que contenia patrén interno 200nM. Tras la centrifugacion del precipitado proteico, se retiraron 100 pl del
sobrenadante y se usaron para el analisis. Se prepararon curvas patrén y muestras de control de calidad en plasma
canino de animales que no habian recibido el profarmaco. Se analizaron las muestras mediante una cromatografia en
fase liquida parcialmente validada acoplada a un procedimiento de espectrometria de masas de triple cuadrupolo.

La administracién de la sal citrato de del profarmaco en forma de comprimido produjo una rapida absorcion del
profarmaco y del compuesto precursor derivado del profarmaco. Como se resume en la Tabla 7, se observé la
exposicion del plasma al profarmaco y al compuesto precursor tras la administracion. La biodisponibilidad oral del
profarmaco intacto fue del 11,4%. Estos resultados no fueron notablemente diferentes de los observados tras la
administracion oral del profarmaco en una formulacion en solucién, lo que ilustra la eficacia de los comprimidos que
contenian la sal citrato de del profarmaco para administrar el profarmaco y sus metabolitos en la circulacién sistémica.

Tabla 7. Parametros farmacocinéticos medios en plasma para el profarmaco y el compuesto precursor tras la
administracion oral de la formulacion de la sal citrato del profarmaco en comprimidos a una dosis media de 3,05 mg/kg
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equivalentes (Media, n = 3)

Valor
Parametro Profarmaco Compuesto precursor
Tmax (h) 0,58 2,33
Crmax (nM) 1,560 959
ABCo.4 (nMeh) 587 7,600
ABCo,s (NMeh) 608 9,630
ti2 (h) 0,289 11,7
% F? 11,4 Sin determinar
# Calculado en base a la ABCo.1 media en plasma de 818 nMeh observada tras una infusion intravenosa de 30
minutos de 0,5 mg/kg de GS-9131 a perros Beagle.

Tabla 11. Calorimetria Diferencial de barrido (CDB) de las sales citrato, malonato y succinato de N-{(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

La calorimetria diferencial de barrido mide con exactitud las temperaturas y el flujo de calor asociados con las
transiciones térmicas en un material. Las trazas de la CDB de las sales de N-{(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo de la invencién
se generaron con un instrumento TA (New Castle. DE) DSC 2010 a una velocidad de rastreo de 5°C min™. La Figura 1
muestra la traza de CcDB caracteristica para la  sal malonato de N-[(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo. El
termograma de la CDB describié una Unica reaccién endotérmica correspondiente al punto de fusién (120,43°C, AH; =
73,72 J/g) seguida de una Unica reaccion exotérmica correspondiente a la descomposicién de la sal malonato.

La Figura 2 muestra la traza de CDB caracteristca de la sal succinato de N-[(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo. El
termograma de CDB de la sal succinato de GS-9131 reveld una Unica reaccién endotérmica correspondiente al punto
de fusién (137,44°C, AH; = 66,18 J/g) seguida de una Unica reaccién exotérmica correspondiente a la descomposicion
de la sal.

La Figura 3 muestra la traza de CDB caracteristca de la sal citrato de N-{(S){[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo. El
termograma de CDB de la sal citrato describié una Unica reaccién endotérmica correspondiente al punto de fusion
(149,41°C, AH; = 85,72 J/g) seguida de una Unica reaccion exotérmica correspondiente a la descomposicién de la sal
citrato.

La sal citrato tiene un calor de fusién significativamente superior al de las sales malonato y succinato, lo que indica un
mayor grado de cristalinidad en estado sélido.

Tabla 12. Andlisis de difraccién de rayos X (DRX) de las sales citrato, malonato y succinato de N-{(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo

Los patrones de difraccion en polvo de rayos X (DPRX) de las sales de la invencion de N-{(S)({[(2R,
5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-2,5-dihidrofuran-2-ilJoxi}metil)fenoxifosfinoil]-L-alaninato de etilo se generaron
usando dos procedimientos. En el primer procedimiento, se usé un instrumento XRD 6000 de Shimadzu con los
siguientes atributos: Tubo de rayos X de Cu, 2,2 KW, FN (foco normal); grafito curvado monocromador; vertical del
goniometro, radio de 185 mm; ranuras de divergencia: 0,59, 1,0% 0,05 mm; ranuras Soller: 0,05°, 1°, 2° ranuras
receptoras: 0,15 mm, 0,3 mm; detector de centelleo (Nal) HV 500-1200.

En el segundo procedimiento, se usé un instrumento XRD 6000 de Shimadzu con los siguientes atributos: Tubo de
rayos X de Cu: 35 kv; corriente: 40 ma; escaneo continuo, monocromador, ranura de divergencia: 12; ranura Soller: 1¢;
ranura receptora: 0,3 mm. Los datos de DPRX para las sales malonato y succinato se obtuvieron mediante el
procedimiento 1. Los datos de DPRX para la sal citrato se obtuvieron mediante el procedimiento 2.

Se entiende que las desviaciones experimentales pueden cambiar ligeramente la informacién de las bandas (picos) de
abosorcion de la DPRX. Asi pues, las cifras publicadas en la presente patente procedentes de los patrones de DPRX
de las sales de la invencion seran iguales o esencialmente iguales a las cifras que se produciran tras repetir las
pruebas. “Esencialmente iguales”, en el presente contexto, significa que se tienen en cuenta la posicién del pico tipico
y la variabilidad de la intensidad (como serian normalmente para cualquier técnica analitica). Por ejemplo, cualquier
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experto en la técnica apreciara que las posiciones de los picos mostraran cierta variabilidad entre aparatos. Por

ejemplo, las posiciones de los picos Theta 2 se desvian comunmente tanto como 0,1 grados. Ademas, el experto en la

técnica apreciara que las intensidades relativas de los picos también mostraran variabilidad debida al grado de

cristalinidad, a la orientacién preferida, a la superficie de la muestra preparada y a otros factores conocidos en la
5 técnica. Asi pues, las intensidades relativas de los picos han de tomarse Unicamente como una medida cualitativa.

La Figura 4 muestra el patrén de DPRX caracteristico para la sal malonato. Los picos principales y caracteristicos que
definen esta forma cristalina de la sal malonato se muestran en las Tablas 8A y 8B.

Tabla 8A
Picos de DRXP de la sal malonato
Picos mas Theta 2 FWHM .
potentes (grados) d(A) (grados) Int. integrada
1 17,76 4,9912 (10,3190 16049
2 14,92 5,9342 |0,3023 14513
3 18,80 4,7163 |0,6572 21597
10 Tabla 8B

+«+ Procedimiento basico de datose«s
Nombre del grupo
Nombre de los datos : 34984 B
Nombre del archivo : 349848. PKP.
15 Nombre de la muestra :N.2 de lote 2587-168-17
Comentario : Sales USP <941>

N.% de p mas potente

n.? de 3 picos Theta 2 FMHM Intensidad  Int. integrada
. d(A) 1/11
pico (grados) (grados) (recuentos) (recuentos)
1 13 17,7561 499119 100 0,31900 947 16049
2 12 14,3168 5,53423 92 0,30230 867 24513
3 15 18,8000 4,71634 80 0,65720 758 21597

Lista de datos de picos p:

nedepico  Theta 2 (grados) d(A) 11 FWHM (grados) z’gggj;dnigs) :Eégﬂgﬁ{gg)a
1 4,7340 18,65124 1 0,16140 9 69
2 5,9215 1491331 11 0,26490 100 1723
3 7,0000 12,61783 3 0,20660 29 563
4 7,6504 11,69922 25 0,44910 279 6489
5 9,1500 9,65724 8 0,42000 76 1779
6 10,5600 8,37073 4 0,18660 34 468

20
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(continuacién)

nedepico  Theta 2 (grados) d(A)  1/1 FWHM (grados) (R'géigfoz“)' "(‘;;réfgr:fod;
7 11,0208 8,02175 34 0,29110 323 4468
8 11,1600 702200 30 0,56800 287 7708
9 12,6400 6,09756 16 0,35600 147 2545
10 12,8400 688901 20 0,27840 191 2234
11 14,5200 6,09549 9 0,16800 87 1282
12 14,9168 593423 92 0,30230 867 14513
13 17,7561 499119 100 0,31900 947 16049
14 18,3000 484405 73 0,40260 692 12656
15 18,8000 471634 80 0,65720 758 21597
16 19,2077 461714 41 0,36220 387 6608
11 19,5800 453018 63 0,34720 593 11731
18 20,0200 443159 14 0,15560 130 1783
19 20,7824 427071 24 0,54170 223 6510
20 22,0122 403499 26 0,47750 250 6040
21 22,4800 305190 22 0,45260 211 4333
22 23,3273 381023 18 0,29470 171 2718
23 24,1490 368242 24 0,51800 232 6302
24 25,3900 350653 44 0,43120 413 14100
25 25,8930 343822 44 0,27980 419 5539
26 26,2380 339378 24 0,79670 227 8510
27 26,8200 332144 40 0,61720 383 13675
28 27,3087 326310 14 0,49680 130 3097
29 27,7600 321107 18 0,42180 175 4241
30 28,8185 308501 27 0,54570 258 5924
31 29,3200 304367 11 0,30660 104 2021
32 30,3600 204173 13 0,65340 119 4194
33 31,1400 286980 17 0,56000 159 4356
34 32,0000 2,79461 3 0,14140 25 165
35 32,8233 272637 10 0,39330 95 1976
36 33,8725 2,64428 7 0,55500 64 1859

La Figura 5 muestra el patrén de DPRX caracteristico para la sal succinato. Los picos principales y caracteristicos que
definen esta forma cristalina de la sal succinato se muestran en las Tablas 9A 'y 9B.
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Tabla 9A
Picos de DRXP de la sal succinato
potontos. |(@rados) |9 |(grados) ' imtegrada
1 24,91 3,5716 |1,1300 409,91
2 18,46 4,8024 |3,7340 166,39
3 17,76 4,9901 [3,4162 9106
Tabla 9B
««« Procedimiento basico de datosee«
Nombre del grupo
Nombre de los datos : 34984A
Nombre del archivo : 34364A. PKR.
Nombre de la muestra :N.2 de lote 2587-168-27
Comentario Sales USP <941>
3 picos mas potentes
. FMHM Intensidad """
n.2 # n.? de pico Theta 2 (grados) d(A) 1/ (grados) (recuentos) I(?;?:?Jza:tis)
1 10 24,9100 3,57161 100 1,13000 590 40991
2 7 18,4600 9,80243 81 0,73400 480 16639
3 6 17,7600 4,99010 79 0,41620 464 9106
Lista de datos de picos #
n.2 de pico Theta 2(grados)  d(A) a (g‘r’;’go'\g) ('r’;t:u”:ri]‘t’gg) ('rr;télij’:ﬁt%gda
1 6,0033 14,71029 7 0,64670 43 1492
2 9,4308 9,37032 12 1,24830 69 4432
3 11,7717 7,51169 33 1,08060 195 11923
4 14,7400 6,00500 10 0,60000 60 4288
5 16,0720 5,51020 9 0,55380 56 1470
6 17,7600 4,99010 79 0,41620 464 9106
7 18,4600 4,80243 62 0,73400 480 16639
8 20,4772 4,33367 57 0,87020 337 13869
9 21,4293 4,14323 43 0,40730 252 4832
10 24,9100 3,57161 100 1,13000 590 40991
11 26,1400 3,40628 36 2,92000 212 21498

23



n.? de pico

12
13
14
15
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(continuacién)

Theta 2(grados) d(A)
27,9400 1,19079
29,7800 2,99769
30,9200 2,88972
33,2233 2,69446

111

15
9
7
9

FWHM
(grados)

1,47000
0,31340
1,28000
1,09670

Intensidad
(recuentos)

66
53
40
49

Int. integrada
(recuentos)

8157

779
3619
2527

La Figura 6 muestra el patrén de DPRX caracteristico para la sal citrato. Los picos principales y caracteristicos que
definen esta forma cristalina de la sal citrato se muestran en las Tablas 10A y 10B.

5 Tabla 10A
Picos de DRXP de la sal citrato
Picos mas Theta 2 FWHM .
potentes (grados) d(A) (grados) Int. integrada
1 19,81 4,4784 |0,2635 14837
2 28,63 3,1155 |0,3312 13074
3 14,64 6,0465 |0,2473 10572
Tabla 10B
s+ Procedimiento basico de datosess
Nombre del grupo
10 Nombre de los datos : 25614A
Nombre del archivo : 35614A_PKR
Nombre de la muestra :N.2 de lote 2782-78-32
Comentario USP <941>
3 picos # mas potentes
o o . FMHM Intensidad
n. n.? de pico Theta 2 (grados) d(A) 1/1t (grados) (recuentos)
1 21 19,7858 4,48352 100 0,26810 1443
2 3U 23,9400 3,72944 55 0,33400 793
3 35 26,5965 3,34884 51 0,31810 734
15

24

Int.
integrada
(recuentos)

20538
14567
11131



Lista de datos de picos #

n.? de pico

o © 0o N o o W0 Nn =

W W W W W NN DN DN DD NN DD a s A
A W DN =2 O © 00 N o o0 B~ WwWDNhN 2 O O 00N o 0O B~ LwuDNDpD =

Theta 2 (grados)

6,7400

6,9496

8,2200

8,4436

9,0566
11,0600
11,2871
11,8800
12,0508
13,1691
13,9959

146151
15,4624
15,8200
16,9600
17,3474
18,0000
18,2200
18,7154
19,2200
19,7858
20,0800
20,9315
21,1200
21,4000
21,6913
22,8001
23,2200
23,3691
23,8400
24,1000
25,0296
25,6031
26,2800

ES 2393962 T3

d(A)

13,10398
12,70922
10,74765
10,46352
9,75662
7,95341
7,83306
7,44345
7,33833
6,71758
6,32255
6,05604
5,72604
5,59740
5,22364
5,10185
4,92411
4,86514
4,73746
4,61421
4,46252
4,41849
4,32233
4,20320
4,14883
4,05682
3,89713
3,82760
3,60351
3,72944
3,67776
3,55482
3,47648
3,36845

25

I/1t

3
6
6

100
38
32

16

10
13

55
26

26

FWHM
(grados)

0,16360
0,21930
0,23320
0,22630
0,22460
0,18000
0,23720
0,19560
0,25030
0,22170
0,23910
0,26400
0,30010
0,18800
0,27100
0,26120
0,19920
0,20420
0,21420
0,19200
0,26810
0,19360
0,32250
0,25500
0,26760
0,26260
0,30110
0,19760
0,16040
0,33400
0,12300
0,32290
0,22090
0,30180

Intensidad
(recuentos)

47
87
81

253
89
62

238
52

11,4

229

358

470

356
49

277

668

271

465
51

146

1443

546

455

114

235

141

161
50
83

793

390

119

102

379

Int. integrada
(recuentos)

456
864
1414
2802
1279
762
2770
603
1167
3085
5182
7221
5658
832
5496
9289
3037
5224
606
2871
20538
6060
7724
1667
3054
2250
2641
746
625
14567
4146
2002
1365
5591



n.? de pico

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Theta 2 (grados)

26,5965
27,4848
28,1600
28,5989
29,0464
29,5600
29,8800
30,4400
30,7800
31,0600
31,3400
31,5800
31,8602
32,2200
23,0800
33,2668
33,5521
24,3755
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(continuacién)

d(A)
3,34884
3,24259
3,16636
3,11875
3,07151
3,01950
2,98789
2,93419
2090254
2,67703
2,85195
2,83082
2,80656
2,77603
2,70580
2,69103
2,66571
2,60673

26

I/1t

(o2 B 2 B I - \C )

FWHM
(grados)

0,31810
0,20170
0,09340
0,33280
0,23960
0,48340
0,14600
0,09340
0,10020
0,19060
0,18000
0,12960
0,36550
0,095880
0,09060
0,12920
0,36840
0,15550

Intensidad
(recuentos)

734
63
58

668

127

290

235
44

255

233
55
54

172
55
50
65

108
63

Int. integrada
(recuentos)

11131
1222
441
12909
1440
6624
2012
274
737
3504
802
357
2804
482
366
453
2006
1053
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REIVINDICACIONES

1. Una sal citrato de formula | o un hidrato de la misma:

0
NH,
= N \
o i e <)
AN N TN OUN 7

2. La sal o el hidrato de la reivindicacién 1 caracterizados por ser cristalinos.

3. La sal de la reivindicacion 2 caracterizada por bandas de absorcion a distancias espectrales d obtenidas de un
patron de difraccién en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 4,48; 3,12 y 6,05 angstrom.

4. La sal de la reivindicacion 2 caracterizada por bandas de absorcién en angulo de difraccién Theta 2 obtenidas de
un patrén de difraccién en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 19,81; 28,63 y 14,64 grados.

5. El hidrato de la reivindicacion 2 caracterizado por estar parcial o completamente hidratado.
6. La sal de la reivindicacion 2 caracterizada por ser anhidra o esencialmente anhidra.

7. Una sal succinato de férmula Il o un hidrato de la misma:

an
NH,

\N

B mun

s* AQ/°

f Qﬂ)
Ho'ﬁ\/\co H

8. La sal o el hidrato de la reivindicacion 17 caracterizados por ser cristalinos.

9. La sal de la reivindicacién 8 caracterizada por bandas de absorcion a distancias espectrales d obtenidas de un
patron de difraccién en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 3,57; 4,80 y 4,99 angstrom.

10. La sal de la reivindicacién 8 caracterizada por bandas de absorcion en angulo de difraccion Theta 2 obtenidas de
un patrén de difraccién en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 24,91; 18,46 y 17,76 grados.

11. Una sal malonato de formula Il o un hidrato de la misma:
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am

12. La sal o el hidrato de la reivindicacion 11 caracterizados por ser cristalinos.

13. La sal de la reivindicacion 12 caracterizada por bandas de absorcion a distancias espectrales d obtenidas de un
patron de difraccidon en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 4,99; 5,93 y 4,72 angstrom.

14. La sal de la reivindicacion 12 caracterizada por bandas de absorcion en angulo de difraccion Theta 2 obtenidas de
un patrén de difraccién en polvo de rayos X iguales o esencialmente iguales a 17,76; 14,92 y 18,80 grados.

15. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la sal o el hidrato de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y un vehiculo 6 excipiente farmacéuticamente aceptable.

16. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 15 que comprende ademas un agente terapéutico adicional.

17. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 16, en la que el agente terapéutico adicional tiene actividad
contra el VIH.

18. Una sal o un hidrato de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14 para su uso en el tratamiento o la prevencion
profilactica de una infeccion por VIH.
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