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DESCRIPCION

Método para mejorar la farmacocinética de los inhibidores de las proteasas y de los precursores de los inhibidores
de las proteasas

Area técnica de la invencion

Esta invencién se refiere a compuestos y composiciones para utilizar en la mejora de la farmacocinética de los
inhibidores de las proteasas y de los precursores de los inhibidores de las proteasas y a composiciones
farmacéuticas relacionadas. Mas particularmente, la presente invencién se refiere a compuestos y composiciones
para utilizar en la mejora de la farmacocinética de los inhibidores de las proteasas y de los precursores de los
inhibidores de las proteasas mediante coadministracion de ritonavir.

Antecedentes de la invencién

Los inhibidores de la proteasa viral del VIH se desarrollaron recientemente y su uso comenzé recién en 1996. En la
actualidad, se consideran los farmacos mas eficaces contra la infeccion por el VIH. Desafortunadamente, los
inhibidores de las proteasas mas comunes, son moléculas hidréfobas relativamente grandes que poseen una
biodisponibilidad bastante baja. Por consiguiente, se requiere una carga de pastillas muy alta para alcanzar la dosis
terapéutica en un paciente. Esto es un elemento desestimulante, que muy a menudo causa la falta de adhesion del
paciente y resultados de tratamiento inadecuados. Esta situacion lleva a una concentracion terapéutica del farmaco
inferior a la dptima que a su vez lleva al desarrollo de cepas de VIH resistentes. En consecuencia, existe una
necesidad urgente de mejorar la solubilidad y la biodisponibilidad de los inhibidores de las proteasas.

Se han desarrollado ejemplos de compuestos mejorados en forma de profarmacos inhibidores de la aspartil proteasa
como los descritos, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 6,436,989 para Hale et al. Esta patente
muestra una nueva clase de moléculas caracterizada por una solubilidad acuosa favorable, una elevada
biodisponibilidad oral y una generacion facil del principio activo in vivo. No obstante, es bien sabido que el VIH tiene
la capacidad de desarrollar resistencia a los farmacos disponibles en la actualidad. Por lo tanto, existe la necesidad
de inhibidores de la proteasa del VIH alternativos que sean activos frente a cepas virales silvestres y resistentes. Por
consiguiente, es deseable que las moléculas derivadas de los inhibidores actuales de la proteasa del VIH que
muestran una mayor solubilidad y biodisponibilidad, luchen contra cepas virales resistentes.

En la patente de Estados Unidos N° 6,632,816 para Stranix et al. se describe una Unica clase de derivados
aromaticos que son inhibidores de las aspartil proteasas.

Esta patente incluye, méas particularmente, derivados de L-lisina sustituidos con N-aminoacidos sintéticos que
poseen potentes propiedades inhibitorias de la aspartil proteasa. Sin embargo, seria ventajoso mejorar estos
derivados aumentando la solubilidad acuosa y la biodisponibilidad para reducir la carga de pastillas y favorecer la
adhesion del paciente al tratamiento. Puesto que es desafiante generar inhibidores de las proteasas que sean
activos especificamente contra cepas silvestres y resistentes, la formacion de derivados de los inhibidores originales
de la proteasa del VIH como los inhibidores descritos en la patente de Estados Unidos N° 6,632,816 para Stranix et
al, que se sabe que son activos contra cepas resistentes, representa una ruta viable con considerables ventajas.
Mas particularmente, es deseable la generacion de compuestos y formulaciones que tengan mayor solubilidad
acuosa, biodisponibilidad oral, tiempo de duracién y propiedades de formulacion, junto con otras ventajas, en el
desarrollo de un farmaco eficaz. Por lo tanto, son deseables inhibidores de las proteasas con una mejor
farmacocinética.

Resumen de la invencién

En este documento se describen compuestos a base de lisina con mayor solubilidad y mejor biodisponibilidad oral y
fueron descritos en la solicitud de patente de Estados Unidos N° 10/902,935 presentada el 2 de agosto de 2004 y
publicada el 2 de febrero de 2006 con el N° 2006/0025592A1. Estos compuestos se escinden facilmente in vivo para
liberar un principio activo que tiene afinidad por las aspartil proteasas y que puede actuar como un inhibidor de las
proteasas. Mas particularmente, el principio activo puede unirse, por ejemplo, a una aspartil proteasa del VIH
(patente de Estados Unidos N° 6,632,816) y puede inhibir a esta enzima. Los compuestos a base de lisina también
se denominan en este documento precursores de los inhibidores de las proteasas.

En condiciones fisiolégicas in vivo (por ej., condiciones metabdlicas, entéricas y/o gastrointestinales, etc.) los
compuestos a base de lisina, permiten la liberacion de un inhibidor de las proteasas (por ej., un inhibidor de la
aspartil proteasa). Los compuestos a base de lisina pueden servir por lo tanto como medios para mejorar la
solubilidad y/o la biodisponibilidad de los inhibidores de las proteasas y por consiguiente pueden reducir la carga de
pastillas y/o reducir la dosificacion necesaria para la inhibicion. En consecuencia, puede tener lugar un mejor
tratamiento de los pacientes infectados por el VIH y una adhesion favorable de los mismos.

Los compuestos a base de lisina descritos en este documento se pueden usar solos 0 en combinacién con otros
agentes terapéuticos o profilacticos para el tratamiento o la profilaxis de la infeccion por VIH.
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El principio activo cuando se libera del compuesto a base de lisina puede actuar, por ejemplo, sobre la aspartil
proteasa del VIH-1 incluidas las cepas virales de VIH-1 mutadas y no mutadas (por ej., NL4.3) asi como sobre la

proteasa del VIH-2 (mutado o no mutado) o incluso sobre las proteasas de virus relacionados (por ej. retrovirus (por
ej. VIS, etc.) etc.).

En este documento se investiga otra manera de mejorar la farmacocinética de los compuestos a base de lisina

descritos aqui o de los principios activos dados a conocer en la patente de Estados Unidos N° 6,632,816 para
Stranix et al.

De conformidad con la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que contiene:

un compuesto a base de lisina de formula Il

0] H
CH,0R,
NA N
AN S\N /—(CHzan—H Ry
|
7 11
Y

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:
nes4,
X es 4-NH,
YesH

Re es iso-butilo,

R3 es CH30-CO-,

X' eY'sonH,

Rz es un grupo difenilmetilo de féormula IV

CH x
/ | ¢
X v Y'

R; es (HO).P(O);
ritonavir; y

un portador farmacéuticamente aceptable;

donde la relacion (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y

ritonavir, es de 6:1 a 3:1. La composicion farmacéutica es capaz de mejorar la farmacocinética de un compuesto a
base de lisina.

La presente invencion también proporciona una combinacién farmacéutica que contiene:

un compuesto a base de lisina de formula Il

I
CH,OR,
Q. o =
N P chan N.
= S\N -~ ( Z’H__H R;
|
T J & "
/ 11
Y
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:
nes 4,
X es 4-NHo,
YesH

Rs es iso-butilo,
R3; es CH30-CO-,
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X' e Y'son H,
R2 es un grupo difenilmetilo de formula IV

CH N
.
X'/ v Y

R, es (HO)P(O); y
ritonavir;

donde la relacion (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y
ritonavir, es de 6:1 a 3:1.

El ritonavir y el compuesto de féormula Ill o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se pueden administrar
por separado, simultdneamente o secuencialmente. El ritonavir y el compuesto de formula Il o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, se pueden administrar a diferentes intervalos de tiempo.

Por ejemplo, cuando se administra una combinacién de un compuesto de férmula Ill (0o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables) y ritonavir, los dos agentes terapéuticos se pueden formular como composiciones
separadas que se pueden administrar por separado al mismo tiempo o en diferentes momentos, usando la misma
via de administracién o vias diferentes, en el mismo lugar de administracién o en lugares de administracion
diferentes, etc. Alternativamente, los agentes terapéuticos se pueden administrar como una Unica composicion ya
sea por via oral, por inyeccion, etc.

La composicion farmacéutica de la invencion o la combinacion farmacéutica de la invencion segun se describen en
este documento se pueden usar para el tratamiento o la prevencion de una infeccion retroviral (por e€j., VLTH, VIH,
es decir, VIH-1, VIH-2) o para el tratamiento o la prevencién del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto a base de lisina de formula ll, en el
que n, X, Y, X, Y', R1, Rz, Rz ¥y Rg son los definidos en este documento, 0 a una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y ritonavir, en la fabricacion de un farmaco (o una composicion farmacéutica) para el tratamiento o la
prevencién de una infeccion por VIH (para reducir el riesgo o la probabilidad de infeccion por VIH), o nuevamente
para reducir la carga del VIH en un mamifero que lo necesita o para el tratamiento o la prevencién del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (para reducir el riesgo o la probabilidad de sufrir SIDA) para retrasar la aparicion
del SIDA (sintomas) o para disminuir los sintomas del SIDA en un mamifero que lo necesita, donde la relacién (p/p)
entre el compuesto a base de lisina y ritonavir es de 6:1 a 3:1.

Un "mamifero que lo necesita" se debe entender aqui, sin limitacién, como un individuo infectado con VIH (es decir
en cualquier etapa de la infeccion por VIH, por ej., infeccién primaria, sintomatica, asintomética, SIDA) o que corre
riesgo de sufrir una infeccion por VIH. Un "mamifero que lo necesita" por consiguiente, puede comprender, ademas
de los individuos que tienen una infeccion por VIH aguda, una infeccién por VIH crénica o SIDA, individuos (por €j.,
trabajadores de la salud, un individuo que tiene relaciones sexuales sin proteccion, policias, etc.) que pueden, por
ejemplo, haber tenido contacto con una posible fuente de contaminacién con VIH.

La presente invencion, proporciona ademas el compuesto a base de lisina de formula Il

o) H
CHOR,4
O\\s//O i (CHA—N "~r
I RN \N/— " H 3
T ! &
V2 P s 1l

en el que n, X, Y, X, Y, Ri, Rz, Rs y Rs son los definidos en la reivindicacion 1, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y

ritonavir para usar en el tratamiento o la prevencién de una infeccion por VIH o tratar o prevenir el SIDA, donde el
ritonavir esta en una cantidad que es suficiente para reducir el metabolismo del compuesto a base de lisina de
férmula Il y donde la relacién (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina y ritonavir es de 6:1 a 3:1.

Asimismo, de conformidad con la presente invencién, la composicién farmacéutica se puede administrar, por
ejemplo, por via oral.

4
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Ademas, de conformidad con la presente invencién, la composicion farmacéutica se puede administrar, por ejemplo,
dos veces al dia.

El compuesto a base de lisina de férmula Il que se puede usar para llevar a cabo la presente invenciéon también
puede ser representado por un compuesto de formula lla;

o o GCHOR
§ s/< ;—(CH;-)H—N
X1 T
tJ L
%

1Ia

y sus sales farmacéuticamente aceptables (por ej., cuando el compuesto de la presente invencidn contiene un grupo
amino, la sal farmacéuticamente aceptable puede ser una sal de amonio),

donde Ry, R3, R4, Re, N, X, Y, X', Y' son los definidos en este documento.
Mas particularmente, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que puede contener;

a) un compuesto de férmula lla

ila

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
donde X, Y, X', Y', n, R1, Rz ¥y Rg son los definidos en este documento;

b) ritonavir, y;

¢) un portador farmacéuticamente aceptable, donde la relacion (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables y ritonavir, es de 6:1 a 3:1.

Cualquier compuesto que sea un precursor de un principio activo descrito en este documento se puede usar para
llevar a cabo la presente invencion y también est4 comprendido por la misma.

Ademas, de conformidad con la presente invencién, la administracion del compuesto de formula 1l y ritonavir se
puede realizar por ejemplo por separado, simultdneamente o secuencialmente.

De conformidad con una realizacion particular de la presente invencién, la administracién del compuesto de formula
Il 'y ritonavir se puede realizar, por ejemplo, administrando a) una primera composicién farmacéutica que puede
contener un compuesto de formula Il y un portador farmacéuticamente aceptable y b) una segunda composicion
farmacéutica que puede contener ritonavir y un portador farmacéuticamente aceptable.

Ademas, de conformidad con la presente invencion, la administracion del compuesto de formula 1l y ritonavir se
puede realizar, por ejemplo, administrando una Unica composicién farmacéutica que puede contener un compuesto
de férmula Il, ritonavir y un portador farmacéuticamente aceptable.

De conformidad con una realizacién de la presente invencion, el VIH puede ser VIH-1.

Asimismo, de conformidad con una realizacién de la presente invencion, el VIH puede ser uno que tenga menor
sensibilidad al ritonavir.
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Adicionalmente, de conformidad con una realizacién de la presente invencion, el VIH-1 puede ser uno que posea
una aspartil proteasa que tenga una 0 mas mutaciones (una mutacién que le confiera resistencia a uno o mas de los
inhibidores de las proteasas mencionados en este documento).

Los compuestos indicados en este documento son realizaciones ejemplares de los compuestos que se pueden
utilizar para llevar a cabo la presente invencion y se debe entender que la presente invenciéon no esta restringida
Unicamente a estos compuestos.

La expresion "cantidad farmacéuticamente eficaz "se refiere a una cantidad eficaz para tratar, prevenir o reducir el
riesgo o la probabilidad de infeccién por VIH o reducir la carga del VIH. La expresién "cantidad farmacéuticamente
eficaz" también se refiere a una cantidad eficaz para tratar, prevenir o reducir el riesgo o la probabilidad de sufrir el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), para retrasar la apariciéon de SIDA, o para reducir los sintomas de
SIDA. También se debe entender que en este documento una "cantidad farmacéuticamente eficaz" puede ser
interpretada como una cantidad que produce el efecto terapéutico deseado, administrada en una Unica dosis o en
multiples dosis, o en cualquier dosificacion o via de administracion, o administrada sola o en combinacién con otros
agentes terapéuticos. En el caso de la presente invencién, una "cantidad farmacéuticamente eficaz" se debe
entender como una cantidad que tiene un efecto inhibitorio (parcial o total) sobre el ciclo de infeccién (por e€j.,
inhibicion de la replicacién, reinfeccion, maduracion, gemacion, etc.) del VIH (VIH-1 y VIH-2 asi como virus
relacionados (por e€j., VLTH-1 y VLTH-II, y virus de la inmunodeficiencia de los simios (VIS))) y sobre cualquier
organismo que dependa de las aspartil proteasas para su ciclo de vida. Un efecto inhibitorio se debe entender en
este documento como un efecto como la reduccidon en la capacidad de un organismo (por ej. el VIH) para
reproducirse (replicarse), para reinfectar las células circundantes, etc., o incluso como una inhibicién completa (o
eliminacion) de un organismo.

Las expresiones "proteasa del VIH" y "aspartil proteasa del VIH" se usan indistintamente e incluyen, por ejemplo, la
aspartil proteasa codificada por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 o 2.

La expresion "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz para prevenir o reducir el riesgo o la
probabilidad de infeccion por VIH en un paciente. Segin se usa en este documento, el término "paciente" o
"individuo" se refiere a un mamifero, incluido por ejemplo, un ser humano.

Las expresiones "portador farmacéuticamente aceptable”, "adyuvante farmacéuticamente aceptable" y "vehiculo
fisiolégicamente aceptable" se refieren a un portador o adyuvante atéxico que puede ser administrado a un paciente,
junto con uno o mas compuestos de la presente invencion, y que no destruye la actividad farmacoldgica de éstos.

El término "precursor” se refiere a un compuesto, como un compuesto a base de lisina que es capaz de convertirse
en un principio activo in vitro o in vivo. Por ejemplo, el compuesto PL-461 es un precursor del compuesto PL-100,
cuando se administra a un individuo, PL-461 se convierte en PL-100 in vivo (por €j., en condiciones fisiologicas).

El término "derivado” se refiere a un compuesto que ha sido sintetizado quimicamente a partir de un compuesto
original. Por ejemplo, cuando se considera la sintesis quimica de PL-461, PL- 461 es un derivado de PL-100.

La expresion "que consiste esencialmente en" significa que la composicion farmacéutica incluye los materiales
especificados y puede incluir otro material que no afecte materialmente las caracteristicas basicas de la composicion
farmacéutica.

En este documento se describen los derivados farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula Il y
cuando corresponda sus sales farmacéuticamente aceptables como, por ejemplo, las sales de amonio. Un "derivado
farmacéuticamente aceptable” significa cualquier sal, éster o sal de dicho éster, farmacéuticamente aceptable, de un
compuesto de esta invencidon o de cualquier otro compuesto que, luego de la administracion a un receptor (un
mamifero), sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un principio activo o un metabolito o residuo de éste
activo como antiviral.

Se debe entender que en este documento "un grupo alquilo lineal de 1 a 6 &tomos de carbono" incluye por ejemplo,
metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y hexilo.

Se debe entender que en este documento "un grupo alquilo ramificado de 3 a 6 atomos de carbono" incluye por
ejemplo, pero no exclusivamente, iso-butilo, tert-butilo, 2-pentilo, 3-pentilo, etc.

Se debe entender que en este documento, un "grupo cicloalquilo que tiene de 3 a 6 atomos de carbono" incluye por
ejemplo, pero no exclusivamente, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo (es decir, CgH11).

Las sales derivadas de bases adecuadas incluyen sales de metales alcalinos (por ej. sodio), metales alcalinotérreos,
(por ej. magnesio), amonio y N-(Cy.salquil),”.

Los compuestos descritos en este documento contienen uno o0 mas atomos de carbono asimétricos y por lo tanto
pueden estar como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros individuales, mezclas de diastereocisomeros y
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diastereoisomeros individuales. Todos esos isémeros de esos compuestos estan expresamente incluidos en la
presente invencion. Cada carbono estereogénico puede tener la configuracion R o S.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en este documento incluyen las derivadas de
bases y acidos inorganicos y organicos adecuados. Los ejemplos de dichas sales de acido incluyen: acetato,
adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato, canforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilhidrégenosulfato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato, fumarato,
glucoheptanoato, glicerofosfato, glicolato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato,
2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftilsulfonato, nicotinato, nitrato, oxalato,
pamoato, pectinato, perclorato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, salicilato,
succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato.

Los compuestos que estan comprendidos por la presente invencion también contemplan la cuaternizacién de todos
los grupos que contengan nitrégeno basico de los compuestos dados a conocer en este documento. El nitrégeno
basico puede ser cuaternizado con cualquier agente conocido por los expertos en el area incluidos, por ejemplo,
haluros de alquilos inferiores, como cloruros, bromuro y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de
dialquilos incluidos sulfatos de dimetilo, dibutilo y diamilo; haluros de cadena larga como cloruros, bromuros y
yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, y haluros de aralquilo incluidos bromuro de bencilo y fenetilo. Se
pueden obtener productos solubles o dispersables en agua o aceite mediante dicha cuaternizacion.

En este documento se debe entender que si se menciona un "rango" o "grupo de sustancias" con respecto a una
caracteristica particular (por e€j., temperatura, concentracion, tiempo) de la presente invencion, la presente invencion
se refiere a, e incorpora explicitamente, todos y cada uno de los miembros especificos y la combinacién de los
subrangos o los subgrupos no importa cuales. Por lo tanto, cualquier rango o grupo especificado se debe entender
como una forma taquigrafica de referirse a cada uno y a todos los miembros de un rango o grupo individualmente,
asi como a cada uno y a todos los posibles subrangos o subgrupos comprendidos en ellos; y analogamente con
respecto a todos los subrangos o subgrupos comprendidos dentro de ellos. Asi, por ejemplo,

[1 con respecto al nimero de atomos de carbono, la mencion del rango de 1 a 6 atomos de carbono se debe
entender que incorpora cada uno y todos los nimeros individuales de atomos de carbono asi como los
subrangos como, por ejemplo, 1 atomo de carbono, 3 &tomos de carbono, 4 a 6 &tomos de carbono, etc.

[ con respecto al tiempo de reaccién, un tiempo de 1 minuto o mas se debe entender que incorpora
especificamente cada uno y todos los tiempos individuales, asi como los subrangos, por encima de 1
minuto, como por ejemplo, 1 minuto, 3 a 15 minutos, 1 minuto a 20 horas, 1 a 3 horas, 16 horas, 3 horas a
20 horas, etc.;

[y analogamente con respecto a otros parametros como concentraciones, elementos, etc.

En particular se debe entender que cada una de las formulas de los compuestos incluye cada uno y todos los
compuestos individuales descritos por ellas asi como cada una y todas las posibles clases o subgrupos o subclases
de los compuestos ya sea que dichas clases o subclases estén definidas como incluyendo positivamente
compuestos particulares, como excluyendo compuestos particulares o una combinacion de ambas; por ejemplo una
definicion excluyente para la férmula (por ej. 1) puede decir lo siguiente: “siempre que cuando uno de Ay B es -
COOH y el otro es H, -COOH no puede ocupar la posicién 4".

Se debe entender que "g" o "gm" es una referencia a la unidad de peso gramo y "C", 0 "°C" es una referencia la
unidad de temperatura Celsius.

Los compuestos descritos en este documento se pueden preparar facilmente utilizando técnicas convencionales a
partir de materiales de partida facilmente disponibles. Las descripciones detalladas de estos métodos se presentan,
por ejemplo, en los esquemas 1 a 5 que se tratan mas adelante.

El esquema 1 ilustra un ejemplo genérico para la preparacion del monoéster de fosfato Il derivado de un alcohol
primario (véase ), un compuesto de los inhibidores de la proteasa del VIH (véase el ejemplo 1 (pasos G y H) en la
porcion experimental de este documento para un ejemplo especifico de esta sintesis).

Nota:
a) R2 y R3 son los definidos en este documento.

La sintesis del monoéster de fosfato Il puede usar un inhibidor de la aspartil proteasa del VIH (I, véase patente de
Estados Unidos N° 6,632,816) como material de partida. El fosfotriéster de dietilo 1l se obtuvo con buen rendimiento
luego del tratamiento con clorofosfato de dietilo e hidruro de sodio en una mezcla de tetrahidrofurano vy trietilfosfato.
Después, la adicion de bromuro de trimetilsililo en diclorometano (DCM) dio el compuesto Il con rendimientos de
buenos a excelentes.
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El esquema 1A representa otro ejemplo genérico para la preparacion del monoéster de fosfato 1lIA derivado de un
alcohol primario (véase 1A), un compuesto de los inhibidores de la proteasa del VIH.

Nota:

a)n, X, Y, Rz, Rz y Re son los definidos en este documento.

Esquema 1A
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La sintesis del monoéster de fosfato IlIA se realiza como se describe para la preparacion de 1l (esquema 1).

El esquema 2 ilustra un ejemplo genérico para la preparacion del monoéster de fosfato Ill, un compuesto de los
inhibidores de la proteasa del VIH, con un método diferente partiendo de (3S)-3-isobutilamino-azepan-2-ona (IV).
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Nota:
a) Rz y R3 son los definidos en este documento.

Como se muestra en el esquema 2, el derivado del monoéster de fosfato Ill se obtuvo a partir de (3S)-3-

isobutilamino-azepan-2-ona (IV) en una secuencia de reaccion de siete pasos. Inicialmente, se sulfond (2S)-3-

5 isobutilamino-azepan-2- ona (IV) con cloruro de 4-acetamidobencenosulfonilo en presencia de trietilamina en

diclorometano para dar el compuesto V en excelentes rendimientos. El derivado VI se obtuvo cuantitativamente

luego del tratamiento de V con pirocarbonato de di-tert-butilo y DMAP en acetonitrilo. La apertura reductora del anillo

con borohidruro de sodio en etanol condujo a los productos intermedios clave VII con un buen rendimiento. El

fosfotriéster de dietilo VIl se obtuvo con buen rendimiento luego del tratamiento con clorofosfato de dietilo e hidruro

10 de sodio en una mezcla de tetrahidrofurano vy trietilfosfato. Se eliminaron los grupos protectores Boc luego del

tratamiento con HCI en etanol para dar el compuesto IX cuantitativamente (T.W. Greene y P. G. M. Wuts, Protective

groups in Organic Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons, Inc. 1999). Después, el acoplamiento del grupo amino

libre presente en el producto intermedio IX con diversos aminoacidos sintéticos en presencia de 1-

hidroxibenzotriazol (HOBt) y clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDAC) condujo el derivado Il

15 con rendimientos de buenos a excelentes. Finalmente, la adicion de bromuro de trimetilsililo en diclorometano (DCM)
dio el compuesto Ill con excelente rendimiento.
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9 TEADCM 3h "

N
D = W0
" o 1
Kr AcHN AcHN

v

Q.

<

3 eq. pirocarbonato de di-tert-butilo

DMAP cat, ACN

Q\"gﬂﬁ é..‘CH

P LN NABH, Q

BocHN H/ —e ’©’
Bioch

M
Vil Ae H/

wvi
Clorofosfato de dietilo,
trietilfosfato,
THF, NaH
e
EtO-P-0Et ElO—I"‘-CI'E!.
O
= o
OO i O © i
~ WNHE{.\: HC1, EOH @/ “‘NWNHQ
BocHN HaN
vin Ix
Acoplamiento
EDAC, HOBL
O
8] TMSEBr i
EIO—-P-0El
Ho--on P g
O 0-45% a0 : o u
en 2 pasos hi- 1Ny .
\EI{.N HJ\{ R_'g

H
H M.
HaN l\r ' e Hn '\I/
It

n

El esquema de referencia 3 presenta la transformacién de un derivado difenilmetilo; éster metilico del acido (1S,5S)-
(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-hidroxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-100) en el
20 analogo fluorado de su sal de sodio del monoéster de fosfato XI. Esta secuencia de reaccién se puede usar para
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producir cualquier otro compuesto similar (compuestos) hecho de grupos difenilmetilo, 1-naftilo, 2-naftilo, bifenilo y 9-
antrilo no sustituidos (o sustituidos), descritos en este documento.

Por lo tanto, el tratamiento de PL-100 con Selectfluor™ en acetonitrilo dio el derivado X con un rendimiento de 38%.
La introduccién del grupo monoéster de fosfato se realizd como se describié previamente en los esquemas 1y 2. En
primer lugar, el producto intermedio fosfotriéster de dietilo se obtuvo con buen rendimiento luego del tratamiento con
clorofosfato de dietilo e hidruro de sodio en una mezcla de tetrahidrofurano y trietilfosfato. En segundo lugar, la
adicion de bromuro de trimetilsililo en diclorometano (DCM) dio el compuesto monoéster de fosfato con rendimientos
de buenos a excelentes. El producto final XI se obtuvo facilmente luego del tratamiento del monoéster de fosfato con
una solucion de hidréxido de sodio con buenos rendimientos.

Esquema de referencia 3
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Como apreciara un experto en el area, los esquemas de sintesis anteriores no pretenden ser una lista exhaustiva de
todos los medios por los cuales los compuestos descritos en esta solicitud se pueden sintetizar sino que representan
Unicamente una ejemplificacion de métodos de sintesis entre otros. Otros métodos serdn evidentes para los
expertos.

Los compuestos descritos en este documento se pueden modificar agregandoles funcionalidades adecuadas para
aumentar las propiedades bioldgicas selectivas. Dichas modificaciones pueden incluir las que aumentan la
penetracion bioldgica en un sistema biolégico dado (por e]. sangre, sistema linfatico, sistema nervioso central), que
aumentan la biodisponibilidad oral, que aumentan la solubilidad para permitir la administraciéon por inyeccion, que
alteran el metabolismo y alteran la velocidad de excrecion.

Segun se traté antes, los compuestos a base de lisina pueden liberar principios activos que son excelentes ligandos
de las aspartil proteasas, por ejemplo de la proteasa del VIH-1. Concordantemente, estos compuestos, al liberar el
principio activo, también son capaces de dirigirse a, e inhibir, eventos de etapas posteriores de la replicacién, es
decir, el procesamiento de las poliproteinas virales por la proteasa codificada por el VIH. Los compuestos descritos
en este documento inhiben de manera ventajosa la capacidad del virus VIH-1 para infectar los linfocitos T humanos
inmortalizados durante un periodo de dias, segun se determin6 por un ensayo que mide la cantidad de antigeno p24
extracelular; un marcador especifico de la replicacion viral (véase, Meek et al., Nature, 343, pp. 90-92 (1990)).

Ademas de su uso en la profilaxis o el tratamiento de la infecciéon por VIH o VLTH, la combinacion descrita aqui
también se puede usar como agente inhibidor o interruptor para otros virus que emplean aspartil proteasas,
semejantes a las aspartil proteasas del VIH o el VLTH, en su ciclo de vida. Dichos compuestos inhiben el
procesamiento proteolitico de los precursores de las poliproteinas virales al inhibir la aspartil proteasa. Debido a que
la aspartil proteasa es esencial para la produccién de viriones maduros, la inhibicion de ese procesamiento bloquea
eficazmente la diseminacion del virus al inhibir la producciéon y la reproduccién de los viriones infecciosos,
particularmente de las células infectadas aguda y crénicamente. Los compuestos descritos aqui inhiben
ventajosamente las aspartil proteasas, bloqueando de esa manera la capacidad de las aspartil proteasas para
catalizar la hidrdlisis de los enlaces peptidicos.
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La combinacion descrita en este documento se puede emplear de manera convencional para el tratamiento o la
prevencién del VIH o el VLTH, y otras infecciones virales que involucran aspartil proteasas en su ciclo de vida
(replicacion). Dichos métodos de tratamiento, sus niveles de dosificacién y requerimientos, pueden ser elegidos por
los expertos en el area entre métodos y técnicas disponibles. Por ejemplo, la combinacién de un compuesto como el
descrito en este documento y un inhibidor de CYP450, se puede asociar con un adyuvante farmacéuticamente
aceptable para la administracién de manera farmacéuticamente aceptable a un paciente infectado por un virus y en
una cantidad eficaz para disminuir la gravedad de la infeccién viral.

Alternativamente, la combinacién descrita antes se puede usar en vacunas y métodos para proteger a los individuos
contra las infecciones virales durante un periodo prolongado. La combinacion se puede emplear en dichas vacunas
ya sea sola o con otros compuestos de esta invencion de manera compatible con el uso convencional de los
inhibidores de las proteasas o los derivados de los inhibidores de las proteasas en vacunas. Por ejemplo, la
combinacion de un compuesto como los descritos antes con ritonavir se puede combinar con adyuvantes
farmacéuticamente aceptables, o sistemas de administracion empleados convencionalmente en vacunas y
administrar en cantidades profilacticamente eficaces para proteger individuos durante un periodo prolongado contra
las infecciones virales, como la infeccion por el VIH. Como tales, los nuevos compuestos de la presente invencion
(luego de la escision de una unidad fisiolégicamente escindible) se pueden administrar en combinacion con ritonavir
como agentes terapéuticos para tratar o prevenir infecciones virales incluida la infeccion por el VIH, en un mamifero,
e incluidos el tratamiento o la prevencion del SIDA.

La combinacion de los compuestos descritos en este documento con ritonavir se puede administrar a un paciente
sano o infectado por el VIH (antes o después del inicio de los sintomas del SIDA) como un Unico agente 0 en
combinacién con otros antivirales que interfieran con el ciclo de replicacion del VIH. Al administrar los compuestos
de la presente invencién con otros antivirales que se dirigen a diferentes eventos en el ciclo de vida viral, el efecto
terapéutico de esos compuestos se potencia. Por ejemplo, el antiviral coadministrado puede ser uno que se dirija a
eventos tempranos en el ciclo de vida viral, como la union a las células del receptor y la entrada en la célula, la
transcripcion inversa y la integracion del ADN viral en el ADN celular. Los antivirales que se dirigen a dichos eventos
tempranos del ciclo de vida incluyen, entre otros, polisacaridos polisulfatados, sT4 (CD4 soluble) y otros compuestos
gue bloquean la unién del virus a los receptores CD4 en los linfocitos T que acarrean CD4 y otras células CD4(+), o
inhiben la fusiéon de la envoltura viral con la membrana citoplasmatica, y didanosina (ddl), zalcitabina (ddC),
estavudina (d4T), zidovudina (AZT) y lamivudina (3TC) que inhiben la transcripcion inversa. Por ejemplo se puede
utilizar otro inhibidor de la proteasa con compuestos de la presente invencion. También se pueden coadministrar
otros farmacos antirretrovirales y antivirales con los compuestos de esta invencion para proporcionar un tratamiento
terapéutico destinado a reducir sustancialmente o eliminar la infectividad viral y los sintomas asociados a ella. Los
ejemplos de otros antivirales incluyen ganciclovir, didesoxicitidina, fosfonoformiato trisédico, eflomitina, ribavirina,
aciclovir, alfa-interferén y trimenotrexato. Ademas, se pueden utilizar otros tipos de farmacos para potenciar el efecto
de los compuestos de esta invencién, como inhibidores de la desenvoltura del virus, inhibidores de proteinas trans-
activantes Tat o Rev, moléculas antisentido o inhibidores de la integrasa viral. Estos compuestos también se pueden
coadministrar con otros inhibidores de la aspartil proteasa del VIH. Ademas, se puede encontrar Gtil administrar
compuestos de la presente invencion con cualquier otro farmaco (otros compuestos antivirales, antibioticos,
analgésicos, etc.).

Las terapias de combinacion segun esta invencion ejercen un efecto sinérgico en la inhibicion de la replicacion del
VIH porque cada componente de la combinacion actda en un sitio diferente de la replicacion del VIH. El uso de
dichas combinaciones también reduce ventajosamente la dosis de un determinado antirretroviral convencional que
seria necesaria para un efecto terapéutico o profilactico deseado en comparacion con ese agente cuando se
administra como monoterapia. Estas combinaciones pueden reducir o eliminar los efectos colaterales de las terapias
convencionales con un solo antirretroviral sin interferir con la actividad antirretroviral de esos agentes. Estas
combinaciones reducen el potencial de resistencia a las terapias con un solo agente minimizando simultdneamente
cualquier toxicidad asociada. Estas combinaciones también pueden aumentar la eficacia del agente convencional sin
aumentar la toxicidad asociada. Las terapias de combinacién comprendidas por la presente invencion incluyen, por
ejemplo, la administracién de un compuesto de esta invenciéon con AZT, 3TC, ddl, ddC, d4T u otros inhibidores de la
transcriptasa inversa.

Alternativamente, una combinacién de los compuestos descritos aqui con ritonavir también se puede coadministrar
con otros inhibidores de la proteasa del VIH como Ro 31-8959 (Saquinavir; Roche), L-735,524 (Indinavir; Merck),
AG-1343 (Nelfinavir; Agouron), ABT-378/r (Lopinavir; Abbott), y VX-478 (Amprenavir; Glaxo) para aumentar el efecto
de la terapia o la profilaxis contra diversos mutantes virales 0 miembros de otras especies cuasi VIH.

La administracion de compuestos de la presente invencién se puede realizar, por ejemplo, como agentes (inicos o
en combinacion con inhibidores de la transcriptasa inversa retroviral u otros inhibidores de la aspartil proteasa del
VIH. La coadministracion de los compuestos de esta invencion con inhibidores de la transcriptasa inversa retroviral o
inhibidores de la aspartil proteasa del VIH puede ejercer un efecto sinérgico sustancial, por lo tanto prevenir,
disminuir sustancialmente o eliminar completamente la infectividad viral y sus sintomas asociados.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar de manera o forma tal que permitan la escision de
la unidad R1 para liberar un inhibidor de la proteasa. Los compuestos de esta invencion también se pueden
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administrar, por ejemplo, en combinaciéon con inmunomoduladores (por ej., bropirimina, anticuerpo anti alfa-
interferon, IL-2, GM-CSF, metionina encefalina, alfa-interferén, dietilditiocarbamato de sodio, factor de necrosis
tumoral, naltrexona y rEPO) antibiéticos (por ej., isetionato de pentamidina) o vacunas para prevenir o combatir la
infeccion y la enfermedad asociadas a la infeccion por el VIH, como SIDA y ARC.

Cuando la combinacién de los compuestos descritos en este documento con ritonavir se administra en terapias de
combinacién con otros agentes, se pueden administrar al paciente secuencialmente o al mismo tiempo.
Alternativamente, las composiciones farmacéuticas o profilacticas segun esta invenciéon pueden estar compuestas
por una combinacién de uno o mas compuestos de esta invencién y otro agente terapéutico o profilactico.

Aungue esta invencién se enfoca en el uso de la combinacion dada a conocer para prevenir o tratar infecciones por
el VIH, la combinacion de esta invenciéon también se puede usar como inhibidora de otros virus que dependen de
aspartil proteasas similares para eventos obligatorios en sus ciclos de vida. Estos virus incluyen, pero no
exclusivamente, retrovirus que causan enfermedades tipo SIDA como los virus de la inmunodeficiencia de los
simios, VIH-2, VLTH-I y VLTH-Il. Ademas, la combinacién de esta invencion también se puede usar para inhibir otras
aspartil proteasas y, en particular, otras aspartil proteasas humanas incluidas la renina y las aspartil proteasas que
procesan los precursores de la endotelina.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidon contienen cualquiera de los compuestos de la presente
invencion y sus sales farmacéuticamente aceptables, con cualquier portador, adyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que se
pueden usar en las composiciones farmacéuticas de esta invencién incluyen, pero no exclusivamente,
intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, como seroalbdimina humana,
sustancias tampon como fosfatos, glicina, 4cido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de
acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, como sulfato de protamina, fosfato acido disddico,
fosfato acido de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona,
sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sddica, poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque
de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar por via oral, parenteral, mediante
inhalacion de aerosol, topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o a través de un depdésito implantado. Por consiguiente se
entiende en este documento que la administracion oral o la administracion por inyeccién estan comprendidas por la
presente invencién. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion pueden, por ejemplo, ser administrado
por via oral en una solucién acuosa. Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden contener cualquier
portador, adyuvante o vehiculo convencional atéxico y farmacéuticamente aceptable. El término "parenteral” segun
se usa en este documento incluye la inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,
intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional e intracraneal o técnicas de infusion.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, como
una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension se puede formular de acuerdo con técnicas
conocidas utilizando dispersantes o humectantes (como, por ejemplo, Tween 80) y suspendentes adecuados. La
preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension estéril en un diluyente o solvente no
téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que se pueden emplear se encuentran aminoacidos, agua, solucion de Ringer y solucién isotdnica de
cloruro de sodio. Ademas, convencionalmente se emplean aceites fijos estériles como solvente o suspendente. Con
este fin, se puede utilizar cualquier aceite fijo blando, incluidos los mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos,
como el acido oleico y sus derivados glicérido son Utiles en la preparacion de inyectables porque son aceites
naturales farmacéuticamente aceptables como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus
versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o
dispersante alcohol de cadena larga, como Ph. Helv. o un alcohol similar.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar oralmente en cualquier forma
farmacéutica aceptable por via oral que incluye, pero no exclusivamente, capsulas, comprimidos y suspensiones y
soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral, los portadores que se utilizan comidnmente
incluyen lactosa y almidén de maiz. También se agregan habitualmente lubricantes como estearato de magnesio.
Para la administraciéon oral en forma de capsulas, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidon de maiz seco.
Cuando se administran oralmente suspensiones acuosas, el principio activo se combina con emulsionantes y
suspendentes. Si se desea, también se pueden agregar ciertos edulcorantes y/o saborizantes y/o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién también se pueden administrar en forma de supositorios para
administracion rectal. Estas composiciones se pueden preparar mezclando un compuesto de esta invencion con un
excipiente no irritante adecuado, que sea sélido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y por
consiguiente que se funda en el recto para liberar los principios activos. Dichos materiales incluyen, pero no
exclusivamente, manteca de cacao, cera de abeja y polietilenglicoles.

La administracién topica de las composiciones farmacéuticas de esta invencion es especialmente Gtil cuando el
tratamiento deseado involucra areas u 6rganos facilmente accesibles por aplicacion topica. Para aplicacion tépica a
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la piel, la composicion farmacéutica se debe formular con una pomada adecuada que contenga los principios activos
suspendidos o disueltos en un portador. Los portadores para administracion tépica de los compuestos de esta
invencion incluyen, pero no exclusivamente, aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol,
polioxietileno o polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Alternativamente, las composiciones farmacéuticas se
pueden formular con una locién o crema adecuada que contenga el principio activo suspendido o disuelto en un
portador. Entre los portadores adecuados se encuentran, pero no exclusivamente, aceite mineral, monoestearato de
sorhitan, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua. Las
composiciones farmacéuticas de esta invencién también se pueden aplicar tdpicamente a la parte inferior del tracto
intestinal mediante una formulacién en supositorio rectal o en una formulacién pura adecuada. También estan
incluidos en esta invencién los parches transdérmicos topicos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar mediante un aerosol o inhalacion nasal.
Dichas composiciones se preparan segun técnicas bien conocidas en el area de la formulacion farmacéutica y se
pueden preparar como soluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes, promotores
de la absorcion para aumentar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/u otros solubilizantes o dispersantes
adecuados, conocidos en el area.

Niveles de dosis entre aproximadamente 0.01 y aproximadamente 150 mg/kg de peso corporal por dia, o por
ejemplo entre 0.01 y aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por dia, o por ejemplo entre aproximadamente
0.5 y aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal por dia del principio activo, son utiles en la prevencién y el
tratamiento de una infeccion viral, incluida la infeccion por el VIH. Generalmente, las composiciones farmacéuticas
de esta invencibn se administrardn entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 veces por dia o
alternativamente, como una infusién continua. Dicha administracién se puede usar como una terapia crénica o
aguda. La cantidad de principio activo que se puede combinar con los materiales portadores para producir una forma
farmacéutica individual variara dependiendo del paciente tratado y del modo particular de administracién. Una
preparacion tipica contendra entre aproximadamente 5% y aproximadamente 95% de un compuesto deseado (p/p)
es decir, un principio activo o un precursor. Por ejemplo, dichas preparaciones pueden contener entre
aproximadamente 20% y aproximadamente 80% de un compuesto deseado.

Luego de la mejoria de la afeccion del paciente, se puede administrar, si fuera necesario, una dosis de
mantenimiento de un compuesto, una composicion o una combinacion de esta invencion. Posteriormente, la dosis o
frecuencia de administracién, o ambas, se pueden reducir en funciéon de los sintomas hasta un nivel en que se
mantenga la mejoria de la afeccion. Cuando los sintomas se hayan aliviado hasta un nivel deseado, el tratamiento
debe cesar. Sin embargo, los pacientes pueden necesitar un tratamiento intermitente a largo plazo, luego de
cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

Como apreciara un experto en el area, pueden ser deseables dosis mayores o menores de las indicadas antes. La
dosificacion especifica y el régimen de tratamiento para cualquier paciente particular dependeran de diversos
factores, como la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, el estado general de
salud, el género, la dieta, el tiempo de administracién, la velocidad de excrecion, la combinacién de farmacos, la
gravedad y el curso de la infecciodn, la disposicidn del paciente a la infeccidn y la evaluacion del médico tratante.

En la descripcion de este documento, se usan las siguientes abreviaturas:

Abreviatura Significado

Ac Acetilo

AcOH Acido acético

APCI lonizacién quimica a presion atmosférica
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
APV Amprenavir

ATV Atazanavir

AZT 3-Azido-3-desoxitimina (Zidovudina)

Boc Benciloxicarbonilo

t-Butyl tert-butilo

CAM Molibdato cérico amonico

DCM Diclorometano

DMAP N,N-dimetilaminopiridina

DMSO Dimetilsulfoxido
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Abreviatura Significado

DMF Dimetilformamida

ADN Acido desoxirribonucleico

EDAC Clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida
EtOAC Acetato de etilo

EtOH Alcohol etilico

g Gramo

h Hora

VIH-1, -2 Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, tipo 2
HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
VLTH-L, Il Virus linfotrépico T humano tipo |, tipo Il
IL-2 Interleucina-2

IDV Indinavir

kg Kilogramo

L Litro

LC-MS Cromatografia liquida-espectrometria de masas
LPV Lopinavir

M Molar

MeOH Alcohol metilico

mg Miligramo

p.f. Punto de fusion

min Minuto

Moc Metoxicarbonilo

mol Mol

mL Mililitro

mmol Milimol

NFV Nelfinavir

nm Nanoémetro

nM Nanomolar

po Por via oral

rEPO Eritropoyetina recombinante

RTV Ritonavir

SQV Saquinavir

TLC Cromatografia en capa delgada

3TC 2',3'-Didesoxi-3-tiacitidina

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

Breve descripcion de las figuras

En las figuras que ilustran las realizaciones ejemplares de la presente invencion;
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Fig. 1 es una grafica que ilustra el cambio en veces (FC) y la mediana del cambio en veces en Cls vs la
cepa de referencia (NL-4.3) observado para diversos inhibidores de la proteasa;

Fig. 2 es un esquema que ilustra las ventajas de los compuestos a base de lisina dados a conocer en este
documento;

Fig. 3 es un esquema que ilustra la escisién de una unidad fisiol6gicamente escindible de un compuesto a
base de lisina (por ej., PL-461) que genera el principio activo (por ej., PL-100);

Fig. 4 es una gréfica que ilustra la solubilidad en agua de PL-461 a diversos pH;

Fig. 5 es una grafica que ilustra la concentracion plasmatica del farmaco después de la administracion de
un compuesto a base de lisina (por €j., PL-461) o de un principio activo (por €j., PL-100) en ratas;

Fig. 6 es un histograma que ilustra el efecto de los inhibidores de CYP450 sobre el metabolismo de
diversos inhibidores de la proteasa del VIH-1 en microsomas hepéticos humanos;

Fig. 7 es un histograma que ilustra la biodisponibilidad de un compuesto a base de lisina (por €j., PL-461) o
de un principio activo (por ej., PL-100) en combinacién con diversas concentraciones de un inhibidor de
CYP450 (por €j., ritonavir) en ratas;

Fig. 8 es una gréafica que ilustra la concentracion plasmética del farmaco después de la administracion de
un compuesto a base de lisina (por e€j., PL-461) en combinacion con un inhibidor de CYP450 (por e€j.,
ritonavir) en ratas;

Fig. 9 es un histograma que ilustra la biodisponibilidad del farmaco luego de la administracion de diferentes
relaciones entre el compuesto a base de lisina (por ej., PL-461)/inhibidor de CYP450 (CYP450) en ratas y;

Fig. 10 es una tabla que ilustra la inhibicién de subfamilias de CYP450 por el principio activo PL-100.
Ejemplos

Esta seccion describe la sintesis de compuestos a base de lisina capaces de liberar inhibidores de la aspartil
proteasa del VIH segun se describié en este documento. Estos ejemplos tienen Unicamente el propdsito de ilustrar y
no deben ser considerados como limitantes del alcance de la invencién en modo alguno. Esta seccién presenta la
sintesis detallada de compuestos N° 1 a 10 de esta invencion.

Los esquemas de sintesis ejemplares de los principios activos se dieron a conocer en la patente de Estados Unidos
N° 6,632,816 para Stranix et al,.

Materiales y métodos - preparacion de los compuestos

Se llevd a cabo una cromatografia en capa delgada (TLC) analitica con placas de gel de silice 60 Fzs4 E. Merck de
0.25 mm y se eluydé con los sistemas solventes indicados. Se realiz6 cromatografia preparativa mediante
cromatografia por desorcion subita, empleando gel de silice 60 (EM Science) con los sistemas solventes indicados y
presion de aire positiva para permitir la velocidad de elucion apropiada. La deteccion de los compuestos se llevo a
cabo exponiendo las placas eluidas (analiticas o preparativas) a yodo, luz UV y/o tratando las placas analiticas con
una solucion al 2% de p-anisaldehido en etanol que contenia 3% de acido sulfirico y 1% de &cido acético, seguido
de calentamiento. Alternativamente, las placas analiticas se pueden tratar con una solucion al 0.3% de ninhidrina en
etanol que contenga 3% de acido acético y/o una solucion de CAM preparada con 20 g de (NH4)sM07024 y 8.3 g
Ce(S04) polihidrato en agua (750 mL) que contenga acido sulfdrico concentrado (90 mL).

La HPLC preparativa se llevé a cabo en un aparato Gilson equipado con una columna C18, un médulo manipulador
de liquido 215 y bombas con capacidad cabeza de 25 mL/min. La HPLC se operé con un sistema informatico Gilson
UniPoint.

Condiciones de la HPLC semipreparativa para la purificacion de los compuestos de prueba

Sistema de HPLC: 2 bombas Gilson N° 305-25 mL, manipulador de liquidos para inyeccion y recoleccion Gilson N°©
215 y un detector de absorbancia Gilson N° 155 UV-Vis, todo controlado desde un software Gilson Unipoint V1.91
Columna: Alltech (N° 96053) Hyperprep PEP, C-18, 100 Aa, 8 um, 22 x 250 mm

Flujo: 15 mL/min

Solventes: A: H>O; B: CH3CN

Gradiente: 25% a 80% de B en 40 min

Detector: absorbancia; A: 210 y 265 nm

En cada corrida se inyect6 el material crudo disuelto en acetonitrilo hasta una concentracion de alrededor de 50 a 80
mg/2 mL. Las fracciones se recogieron en cantidades de 9 mL, la correspondiente absorbancia se detect6 en el
detector UV.
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A menos que se indique lo contrario, todos los materiales de partida se obtuvieron de fuentes comerciales como
Aldrich Co. o Sigma Co.

Los puntos de fusion (p.f.) se determinaron en un aparato de punto de fusién Bichi 530 en tubos capilares y no se
corrigieron.

Los espectros de masas se registraron en un sistema Hewlett Packard LC/MSD 1100 usando fuentes de APCI o
electronebulizacién en modo negativo o0 modo positivo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) se registraron en un Bruker AMX-II-500 equipado con una
sonda inversa o QNP. Para la adquisicion de datos la muestras se disolvieron en deuterocloroformo (CDCl3),
deuteroacetona (acetona-ds), deuterometanol (CD3OD) o deuterodimetilsulféxido (DMSO-ds) usando tetrametilsilano
como estandar interno. Los desplazamientos quimicos () se expresan en partes por millén (ppm), las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en herzios (Hz) en tanto las multiplicidades se indican como s para singlete, d para
doblete, 2d para dos dobletes, dd para doblete de dobletes, t para triplete, g para cuadruplete, quint. para
quintuplete, m para multiplete, y br s para singlete ancho.

Descripcion detallada de la invencion
Ejemplos:
Ejemplos especificos para la preparaciéon de derivados de formula general |

La preparacion de PL-100, PL-337 y otros compuestos de esta clase se presenta en la patente de Estados Unidos
N° 6,632,816 para Stranix et al.

Los compuestos siguientes se prepararon como derivados de L-lisina empleando los procedimientos resumidos en
los esquemas 1, 1A, 2, 3, 4 y 5 de esta invencion.

Ejemplo 1. Preparacion del éster metilico del &cido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-461)

La preparacion del compuesto del titulo se basa en los esquemas 1y 2 de esta invencién.
Paso A. Preparacion de (3S)-3-isobutilamino-azepan-2-ona (1V)

Se disolvid L-a-amino-caprolactama (22.0 g) en diclorometano frio (DCM, 200 mL). Se agregd lentamente
isobutiraldehido (12.6 g) y se calent6 hasta que se disipo el calor desprendido (se forma agua sobre la superficie).
La solucion fria se agreg6 a 46.5 g de NaBH(OACc)3 en polvo en DCM (0.5 L). Se agregd AcOH (70 mL) a la solucion.
La mezcla ligeramente turbia se agitdé a 20 °C durante 4 h. Se agregaron lentamente 500 mL de solucién de NaOH 2
M a la mezcla turbia y se ajusté el pH a 11 usando una soluciéon de NaOH concentrada, y después la mezcla se agitd
durante otros 20 min. Después de la extraccion, la capa de DCM se secé con MgSQOg, se filtrd y se evapord. El aceite
asi obtenido cristaliz6 lentamente en reposo (27.8 g, 85%) y se uso sin purificacion adicional en el paso siguiente.

'H NMR (CDCls): 50.93 (d, J = 6.5, 3H), 0.97 (d, J = 6.5, 3H), 1.39 (t, J = 9.8, 1 H), 1.47 (m, 1 H), 1.78-1.65 (m, 2H),
2.00-1.93 (M, 2H), 2.32-2.2 (m, 2H), 2.38 (t, J = 9.7, 1 H), 3.16 (m, 3H), 6.62 (s, 1 H (NH)). pf 52-54 °C (hexanos).

Una pequefia muestra se convirti6 en S-metil bencil urea agregando el sélido a una solucién de S-metil bencil
isocianato en MeCN. La NMR da 98% ee

Paso B. Preparacion de Na-isobutil-Na-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-a-amino-caprolactama (V)

Se disolvié Na-isobutil-L-a-amino-caprolactama (1V) (4.1 g de base libre) en DCM (200 mL) y se traté con 4.0 g de
trietlamina, seguida de cloruro de 4-acetamidobencenosulfonilo (5.2 g). Se agregd una porcion de 0.1 g de
dimetilaminopiridina y la mezcla se agité durante 5 h. La suspensién espesa resultante se vertio en 500 mL de HCI
0.5 M y se agit6 vigorosamente. El sdlido de la solucién bifasica se separé por filtracion y se lavo con acetona fria
para dar 7.3 g (87%) del producto limpio.

'H NMR (DMSO-ds): 0.93 (d, J = 6.0, 3H), 0.96 (d, J = 6.0, 3H), 1.39 (t, J = 12.0, 1 H), 1.85-1.65 (m, 3H), 2.08-2.18
(mys, 6H), 2.90-2.97 (m, 1H), 3.00-3.06 (m, 2H), 3.35 (dd, J = 14.2, 8.5, 1 H), 4.65 (d, J = 8.7, 1H), 6.3 (s, 1 H), 7.42
(d, J =8.8, 2H), 7.6 (d, J = 8.8, 2H). pf 230-233 °C (EtOH).

Paso C. Preparacion del éster tert-butilico del acido (3S)-3-{[4-(acetil-tert-butoxicarbonil-amino)-bencenosulfonil]-
isobutil-amino}-2-oxo-azepan-1-carboxilico (activacion de Boc) (VI)

Se suspendieron 4.2 g de Na-isobutil-Na-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-a-amino-caprolactama (V) en 30 mL de
MeCN y se sometié ultrasonido brevemente para romper cualquier trozo grande. A esta suspensién blanca se le
agregaron 6.7 g (3 eq.) de pirocarbonato de di-tert-butilo en 10 mL de MeCN. La suspension se agité con una barra
magnética y se le agreg6 una porcion de 120 mg de DMAP. La solucién se torné de color amarillo claro transparente
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luego de algunos minutos. La TLC (EtOAc) revel6 1 producto de Rf 0.9 (Rf del material de partida a 0.4). La solucion
se verti6é en agua destilada 20 mL y se extrajo con éter, se sec6 con NaxSO.4 y se evaporé produciendo 6.90 g. Se
recristaliz6 una muestra de hexanos.

'H NMR (DMSO-dg): 0.68 (d, J = 6.0, 3H), 0.85 (d, J = 6.0, 3H), 1.39 (s, 10H), 1.47 (s, 9H), 1.85-1.65 (m, 3H), 2.15
(s, 3H), 2.80 (g, J = 4, 1 H), 3.10-3.36 (m, 2H), 4.01 (d, J = 8.0, 1 H), 4.85 (d, J = 8.7, 1 H), 7.32 (d, J = 8.8, 2H), 7.87
(d, J = 8.8, 2H). pf 123-124 °C

Paso D. Preparacion de (1S)-4-amino-N-(5-amino-1-hidroximetil-pentil)-N-isobutil-bencenosulfonamida (VII-
desprotegido) (apertura reductora del anillo y desproteccién)

Una porcion de 3.0 g de éster tert-butilico del acido (3S)-3-{[4-(acetil-tert-butoxicarbonil-amino)-bencenosulfonil]-
isobutil-amino}-2-oxo-azepan-1-carboxilico (VI, paso C) se disolvié en 40 mL de EtOH seguido de 750 mg de NaBH..
El calentamiento breve con una pistola de calor produjo una solucion transparente. La TLC revel6 una mancha
veteada después de 20 min (EtOAc). La solucion se concentrd hasta formar una pasta, se vertié en 40 mL de NaOH
1 N y se extrajo con acetato de etilo, la fase organica se sec6 con NaSO4 y se evaporo para dar 2.8 g del producto
intermedio (VII); éster tert-butilico del &cido (1S)-{4-[(5-tert-butoxicarbonilamino-1-hidroximetil-pentil)-isobutil-
sulfamoil]-fenil}-carbamico (VII).

El producto intermedio anterior se disolvi6 en 5 mL de EtOH y se agregaron 5 mL de HCI 12 N. Se observé un
vigoroso desprendimiento de gas durante algunos minutos. Después de 2 h la solucién se evaporé y se volvié basica
con KOH concentrada y se extrajo con EtOAc produciendo 1.75 g de un polvo blanco.

'H NMR (DMSO-de): 0.82 (m, 6H), 0.97-1.12 (m, 2H), 1.15-1.30 (m, 3H), 1.57 (m, 1H), 1.84 (m, 1 H), 2.40 (t, J = 7.8,
2H), 2.75 (m, 1 H), 2.85 (m, 1 H), 3.21 (m, 1 H), 3.44 (d, J = 6.4, 2H), 5.92 (s a, 2H), 6.59 (d, J = 8.0, 2H), 7.39 (d, J =
8.0, 2H).

Paso E. preparacion del &cido (2S)-2-metoxicarbonilamino-3,3-difenil-propidnico

A una solucién de L-difenilalanina (241 mg, 1.0 mmol) (Peptech Corp.) en 5 mL de NaOH 1 N y 0.5 mL de Na,COs3
saturado (solucion resultante a pH 10) se le agregé metoxicarbonilsuccinimida ( metil éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il
éster del acido carbénico) (180 mg, 1.1 mmol) disuelto en 5 mL. A continuacion, la mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 2 h. La solucion alcalina se extrajo una vez con éter (10 mL) y la fase acuosa se
acidificé con HCI 1 N. Esto se extrajo 2 veces con 20 mL de EtOAc, y las fases organicas combinadas se lavaron
con 50 mL de HCI 1 N. La fase organica se secO en Na>SOu, se filtr6 y se evapord hasta obtener un aceite, que
solidificé para producir 250 mg (83%) del material deseado. Este derivado se us6 como tal en el paso siguiente.

Paso F. Preparacion del éster metilico del &cido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-hidroxi-
hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-100)

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de (1S)-4-amino-N-(5-amino-1-hidroximetil-pentil)-N-isobutil-
bencenosulfonamida (VIl-desprotegido) (paso D) y acido (2S)-2-metoxicarbonilamino-3,3-difenil-propiénico (paso E)
empleando el procedimiento de acoplamiento con HOBt y EDAC que se describe en el ejemplo 3 (paso D). El
producto final se obtuvo con un rendimiento de 67% (121 mg).

LC-MS: 625.3 (M+H)", 95% puro

*H NMR (CDsOD): 5 0.71-0.85 (m, 2H), 0.88 (d, J = 6.3, 5H), 0.91-0.96 (m, 2H), 1.29-1.34 (m, 1H), 1.41-1.52 (m, 1H)
1.82-1.92 (m, 1H), 2.61-2.68 (m, 1H), 2.81-2.85 (m, 2H), 2.94-3.05 (m, 2H), 3.38-3.40 (t, J = 5.0, 1 H), 3.50-3.51 (m,
1H), 3.52 (s, 3H), 4.28 (d, J = 11.0 1 H), 4.87 (d, J = 11.0, 1 H), 6.69 (d, J = 8.0, 2H), 7.15-718 (m, 2H), 7.20-7.31 (m,
6H), 7.33 (d, J = 7.9, 2H), 7.47 (d, J = 7.5, 1 H).

*C NMR (CDs0OD): & 20.0, 20.1, 23.3, 25.4, 28.1, 28.5, 28.9, 38.1, 40.0, 51.2, 51.6, 53.1, 57.2, 57.4, 59.5, 61.9, 62.4,
112.6, 125.7, 126.2, 126.3, 127.9, 128.1,128.15, 128.2, 128.4, 128.7, 141.3, 141.9, 152.4, 155.9, 169.9, 172.5.

Paso G. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-(dietoxi-
fosforiloxi)-hexilcarbamoil]-2,2-difenil-etil}-carbdmico

El compuesto PL-100 (producto del paso F, 203 mg, 0.325 mmol) se disolvié en tetrahidrofurano seco (3 mL) y 0.2
mL de trietilfosfato en atmdsfera de N,. La mezcla se agit6 a esta temperatura durante 15 min, seguido de la adicién
de clorofosfato de dietilo (0.061 mL, 0.423 mmol). Se agreg6 hidruro de sodio (60% en aceite mineral) (17 mg, 0.423
mmol) a 0 °C. La solucién se agité durante 1 h a 0 °C y 12 h a temperatura ambiente. Se agregaron 20 mL de
Amberlite XAD-2 a la solucién y las perlas se mezclaron bien con el solvente. A la mezcla se le agreg6 agua helada
2 mL, y el THF se elimind por evaporacion. Después las perlas se lavaron con agua destilada 6 veces 100 mL y
luego se extrajeron tres veces con acetato de etilo (30 mL). La fase combinada se evaporé y el residuo se secé en
alto vacio. El producto crudo se purificé por cromatografia por desorcion subita empleando acetato de etilo/hexano
(8/2), y después EtOAc 100% como eluyente. El rendimiento de esta reaccién fue de 152 mg 61%.

LC-MS: 761.2 (M+H)", 90% puro
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'H NMR (CD30D): & 0.68-0.75 (m, 1H), 0.75-0.84 (m, 1H), 0.84-1.10 (m, 9H), 1.21-1.50 (m, 8H), 1.88 (m, 1 H), 2.58-
2.71 (m, 1H), 2.80-2.89 (M, 1 H), 2.89-3.08 (M, 2H), 3.49-3.60 (s, 3H), 3.65-3.74 (M, 1H), 3.85-3.95 (m, 1H), 3.97-
4.02 (m, 1H), 4.07-4.21 (m, 4H), 4.29 (d, J = 10.8, 1H), 6.71 (d, J = 8.0, 2H), 7.10-7.20 (m, 2H), 7.20-7.32 (m, 5H),
7.32-7.45 (m, 3H), 7.50 (d, J = 7.5, 2H), 7.86 (s a, 1H).

%P NMR (CDsOD): & 1.62

Paso H. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-461)

El producto del paso G preparado antes (152 mg) se disolvié en diclorometano anhidro (3.0 mL). Se agreg6 bromuro
de trimetilsililo (0.5 mL) a 0 °C. La mezcla se agit6 durante 1 h a esta temperatura y durante toda la noche a
temperatura ambiente. El solvente se evaporé y se agreg6 0.2 mL de agua al residuo. Se agregaron 3 mL de EtOH
se mezclé y se evaporé. Este paso se repitid tres veces y el residuo se seco al vacio. Rendimiento 98 mg (70%) de
los derivados del titulo de este primer ejemplo.

LC-MS: 705.2 (M+H)", 95% puro

'H NMR (CDsOD): & 0.65-0.73 (m, 1H), 0.75-0.83 (m, 1H), 0.89 (d, J = 5.6, 8H), 1.27-1.38, (m, 1H), 1.42-4.55 (m,
1H), 1.82-1.94 (m, 1H), 2.57-2.68 (m, 1H), 2.78-2.90 (m, 1H), 2.91-3.09 (m, 2H), 3.54 (s, 3H), 3.60-3.72 (m, 1H),
3.87-4.05 (m, 1H), 4.00 (m, 1H), 4.29 (d, J = 11.3, 1H), 4.90 (d, J = 11.4, 1 H), 6.73 (d, J = 8.0, 2H), 7.13-7.22 (m,
2H), 7.22-7.33 (M, 6H), 7.33-7.45 (m, 2H), 7.51 (d, J = 7.5, 2H).

*'P NMR (CD3OD): 6 2.80

Ejemplo 2. Preparacion de la sal de sodio del éster metilico del &cido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-
isobutil-amino]-6-fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-462)

Se agregaron 70.7 mg del producto final del ejemplo 1 a 1 mL de NaOH 0.1 N y se diluyé con 1 mL de agua
destilada. Después la solucion se congeld y liofiliz6. Rendimiento 67.2 mg (92%) del material deseado con 95% de
pureza.

'H NMR (CDsOD): & 0.72-0.83 (m, 1H), 0.90 (d, J = 5.8, 9H), 1.26-1.38 (m, 1H), 1.53-1.65 (m, 1H), 1.88-2.00 (m,
1H), 2.60-2.70 (m, 1H), 2.79-2.89 (m, 1H), 2.98-3.00 (m, 1H), 3.00-3.08 (m, 1 H), 3.54 (s, 3H), 3.58-3.71 (m, 1 H),
3.72-3.83 (m, 1 H), 3.84-3.95 (m, 1 H), 4.28 (d, J = 11.1, 1H), 4.91 (d, J = 11.0, 1H), 6.70 (d, J = 7.6, 2H), 7.12-7.22
(m, 2H), 7.22-7.32 (m, 6H), 7.33-7.40 (m, 2H), 7.50 (d, J = 7.7, 2H).

¥'p NMR (CDsOD): 6 3.13

Ejemplo de referencia 3. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-
amino]-6-fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2-naftalen-2-il-etil)-carbadmico (PL-507)

La preparacion del compuesto del titulo se basa en el esquema 2 de esta invencion.

Paso A. Preparacion del éster tert-butilico del acido (1S)-(4-{[5-tert-butoxicarbonilamino-1-(dietoxifosforiloximetil)-
pentil]-isobutil-sulfamoil}-fenil)-carbamico (VIII)

Se disolvieron 2.00 g (3.7 mmol) de éster tert-butilico del &cido (1S)-{4-[(5-tert-butoxicarbonilamino-1-hidroximetil-
pentil)-isobutil-sulfamoil]-fenil}-carbamico (VII) (ejemplo 1, paso D) en 0.63 mL de trietilfosfato y 10 mL de THF a 0 °C
en atmosfera inerte de argén. Se agregd 0.63 mL (4.44 mmol) de dietilclorofosfato y después se agregd en
porciones 0.25 g (6.2 mmol) de NaH al 60% en aceite. Se permitié que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente
y se dejd en agitaciéon durante 2 h (la LC-MS mostr6 que se habia completado luego de 1 h). Se agregaron a la
solucion 20 mL de resina Amberlite XAD-2 y la suspension se mezclé bien y se agregd a 200 mL de agua helada.
Después de agitar durante 15 min la suspension de resina se filtrd y la resina se lavd varias veces con agua
destilada (500 mL). El producto deseado se desorbi6 de la resina con acetona (5 X 50 mL) y EtOAc (5 X 50 mL), y
después la fase orgéanica se sec6 en Na,SO,. Después de la evaporacion del solvente se obtuvieron 2.66 g (89%) de
un aceite transparente. El producto crudo contenia una fraccion de dos fosfatos de dietilo y se uso tal cual en el paso
siguiente.

'H NMR (CDsOD): 5 0.91 (d, J = 6.3, 6H), 1.11-1.21 (m, 2H), 1.33 (t, J = 6.9, 10H), 1.43 (s, 9H), 1.53 (s, 10H), 1.90-
1.97 (m, 1H), 2.88-2.96 (m, 3H), 2.96-3.04 (m, 1H), 3.81-3.90 (m, 1 H), 3.91-3.99 (m, 1 H), 4.01-4.14 (m, 4H), 7.61
(d, J=8.3,2H), 7.72 (d, J = 8.4, 2H).

*'p NMR (CDsOD): 6 1.59

Paso B. Preparacion de dietil éster (2S)-6-amino-2-[(4-amino-bencenosulfonilo)-isobutil-amino]-hexil éster del acido
fosférico (IX)
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El producto crudo obtenido en el paso anterior (VIIl, 2.66 g) se disolvié en 12 mL de EtOH. Se agregaron 4 mL de
HClcone, Se calentd brevemente a 70 °C y después se dejé a temperatura ambiente durante 3 h. El solvente se
evacud y el residuo se trituré con 50 mL de éter. El residuo espeso se disolvié después en 3 mL de agua helada y se
ajusto el pH a 12 con NaOH al 50%. La suspension espesa obtenida se extrajo con EtOAc (3 X 50 mL) y la fase
organica se sec6 en Na,SO.. Después de la filtracion del agente de secado la fase organica se evacué para producir
1.84 g (98%) del producto deseado (1X).

LC-MS: 480.2 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CDsOD): 6 0.91 (s, 6H), 1.11-1.26 (m, 3H), 1.28-1.43 (m, 8H), 1.45-1.51 (m, 1H), 1.52-1.61 (m, 1H), 1.89-
1.96 (m, 1H), 2.56 (t, J = 6.7, 2H), 2.85-2.91 (m, 1H), 2.98-3.11 (m, 1H), 3.79-3.99 (M, 1 H), 3.94 (d, J = 5.3, 1 H),
4.09-4.11 (m, 4H), 6.69 (d, J = 7.9, 2H), 7.50 (d, J = 7.9, 2H).

%P NMR (CDsOD): & 1.61
Paso C. Preparacion del acido (2S)-2-metoxicarbonilamino-3-naftalen-2-il-propiénico (o L-Moc-2-naftilalanina)

A una solucion de L-2-naftilalanina (215 mg, 1 mmol) (Peptech Corp.) en 5 mL de NaOH 1 N y 0.5 mL de Na,CO3
saturado (solucién resultante a pH 10) se le agregé metoxicarbonilsuccinimida (187 mg, 1.1 mmol) disuelto en 5 mL.
A continuacion, la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La solucion alcalina se extrajo
una vez con éter (10 mL) y la fase acuosa se acidificd con HCI 1N. Esto se extrajo 2 veces con 20 mL de EtOAc, y
las fases organicas combinadas se lavaron con 50 mL de HCI 1 N. La fase organica se secé en Na,SOu, se filtrd y se
evaporé hasta obtener un aceite, que solidificé para producir 200 mg (73%) del material deseado. Este producto
intermedio (al que se hace referencia como aminoécido N-sustituido) se usé sin purificacion adicional en el paso
siguiente.

Paso D. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2-naftalen-2-il-etil)-carbamico (PL-507)

Se activaron 100 mg de L-Moc-2-naftilalanina (paso C) con 100 mg de EDAC y 57 mg de HOBt en 1.5 mL de DMF
durante 30 minutos. Después, se agregaron 100 mg de dietil éster 6-amino-2-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-
amino]-hexil éster del acido fosférico (paso B) y se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 1 h. Se
agregaron 40 mL de K2CO3 1 M a la solucién de DMF y se dej6 durante 10 min. Después se agregaron 50 mL de
EtOAc y la mezcla se agito vigorosamente. Se efectud la separacion de la fase de EtOAc, seguido de extraccion con
acido citrico al 5% (50 mL) una vez, después agua (50 mL) 3 veces y finalmente solucién saturada de cloruro de
sodio. La fase organica se separ6é y se evaporé. El residuo se tomo6 en 50 mL de DCM y se volvié a evaporar. El
residuo se tomé nuevamente en 50 mL de DCM y se le agregd 0.5 mL de TMSBr. La solucion se dejo toda la noche
(16 h). Se evacu6 el DCM y se agregd una solucién helada de MeOH:agua 1:1, se agitdé brevemente y se evacud. El
residuo se triturd con éter y después se disolvio en NaOH 1 N. La solucién transparente se extrajo con éter y la fase
acuosa se acidifico con HCI 6 N. Después se recogié un precipitado blanco por filtracién que se secé al vacio
durante toda la noche. Rendimiento 88 mg del compuesto del titulo.

LC-MS: 679.8 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CDsOD): & 0.89-0.98 (m, 8H), 1.15 (m, 2H), 1.35 (m, 1H), 1.45 (m, 1H), 1.88 (m, 1H), 2.84 (m, 2H), 2.98 (m,
1H), 3.01 (m, 2H), 3.24 (m, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.60 (M, 1H), 3.81 (M, 1H), 3.99 (m, 1 H), 4.39 (t, J = 6.8, 1 H), 6.91 (d,
J=8.0, 2H), 7.34 (d, J= 8.0, 1 H), 7.45 (m, 2H), 7.58 (d, J = 8.0, 2H), 7.66 (s, 1 H), 7.70-7.82 (m, 3H).

*'p NMR (CDsOD): 6 2.56

Ejemplo de referencia 4. Preparacion de (2S,2S)-mono-(2-[(4-aminobencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-{2-[(morfolina-
4-carbonilo)-amino]-3-naftalen-1-il-propionilamino}-hexil) éster del acido fosférico (PL-498)

Paso A. Preparacion del acido (2S)-2-[(morfolina-4-carbonil)-amino]-3-naftalen-1-il-propiénico

A una solucion de L-1-naftilalanina (215 mg, 1 mmol) (Peptech Corp.) en 5 mL de NaOH 1 N y 0.5 mL de Na,COs3
saturado (solucion resultante a pH 10) se le agreg6 cloruro de morfolina-4-carbonilo (150 mg, 1.0 mmol) disuelto en
5 mL. A continuacidn, la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La solucién alcalina se
extrajo una vez con éter (10 mL) y la fase acuosa se acidificé con HCI 1N. Esto se extrajo 2 veces con 20 mL de
EtOAc, y las fases organicas combinadas se lavaron con 50 mL de HCI 1 N. La fase organica se sec6 en Na,SOg, se
filtré y se evaporé hasta obtener un aceite, que solidificd para producir 125 mg (38%) del material deseado. Este
compuesto se usé como tal en el paso siguiente.

Paso B. Preparacion de (2S,2S)-mono-(2-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-{2-[(morfolina-4-carbonil)-
amino]-3-naftalen-1-il-propionilamino}-hexil) éster del acido fosférico (PL-498)

Este compuesto se prepar6 de la misma manera que el producto del ejemplo 3 (paso D) con 100 mg de acido (2S)-
2-[(morfolina-4-carbonil)-amino]-3-naftalen-1-il-propidnico (paso A de este ejemplo). El residuo precipitado resultante
se purificd posteriormente por HPLC preparativa en fase reversa. Rendimiento 41 mg del compuesto final.
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LC-MS: 734.8 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CDsOD): & 0.83-0.98 (m, 8H), 1.00-1.25 (m, 4H), 1.45-1.52 (m, 1H), 1.52-1.66 (m, 1 H), 1.88-1.99 (m, 1H),
2.77-2.92 (m, 2H), 2.98-3.16 (m, 3H), 3.40-3.49 (m, 1H), 3.50-3.56 (m, 6H), 3.67-3.69 (m, 1H), 3.81-3.89 (m, 1H),
3.99-4.05 (m, 1H), 4.59 (t, J = 6.0, 1H), 6.75 (d, J = 8.0, 2H), 7.30-7.60 (M, 7H), 7.75 (d, J = 8.0, 1H), 7.90 (d, J= 7.8,
1H), 8.23 (d, J=7.8 2H).

%P NMR (CDsOD): & 2.71

Ejemplo 5. Preparacién de (2S,2S)-mono-{6-(2-acetilamino-3,3-difenil-propionilamino)-2-[(4-amino-bencenosulfonil)-
isobutil-amino]-hexil} éster del acido fosférico (PL-504)

Paso A. Preparacion del acido (2S)-2- acetilamino-3,3-difenil-propiénico

A una solucion de L-difenilalanina (100 mg, 0,4 mmol) (Peptech Corp.) en 5 mL de NaOH 1 N y 0.5 mL de Na,COs;
saturado (solucién resultante a pH 10) se le agreg6 cloruro de acetilo (0.5 mmol I) disuelto en 5 mL. A continuacién,
la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h. La solucion alcalina se extrajo una vez con éter
(10 mL) y la fase acuosa se acidifico con HCI 1N. Esto se extrajo 2 veces con 20 mL de EtOAc, y las fases orgénicas
combinadas se lavaron con 50 mL de HCI 1N. La fase orgénica se secé en Na;SOy, se filtr6 y se evapord hasta
obtener un aceite, que solidificé para producir 70 mg (60%) del material deseado. Este producto intermedio crudo se
us6 como tal en el paso siguiente.

Paso B. Preparacién de (2S,2S)-mono-{6-(2-acetilamino-3,3-difenil-propionilamino)-2-[(4-amino-bencenosulfonil)-
isobutil-amino]-hexil} éster del &cido fosférico (PL-504)

Este compuesto se prepard de la misma manera que el producto del ejemplo 3 (paso D) con 100 mg de &cido (2S)-
2-acetilamino-3,3-dicen il-propidnico (paso A de este ejemplo). El producto final se obtuvo con un rendimiento de
30% (30 mg).

LC-MS: 689.3 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CDsOD): 6 0.77-1.04 (m, 9H), 1.10-1.17 (m, 1 H), 1.23-1.49 (m, 1 H), 1.46-1.57 (m, 1H), 1.78 (s, 3H), 1.88-
1.99 (m, 1H), 2.80-2.92 (m, 2H), 2.92-3.08 (m, 2H), 3.63-3.75 (m, 1H), 3.79-3.95 (m, 1H), 4.00 (m, 1H), 4.34 (d, J =
11.3, 1H), 5.19-5.28 (m, 1H), 6.77-6.85 (m, 2H), 7.10-7.20 (m, 2H), 7.27-7.33 (m, 6H), 7.32-7.41 (m, 2H), 7.49-7.62
(m, 2H).

*'P NMR (CD30D): 6 2.70

Ejemplo de referencia 6. Preparacion del éster metilico del &cido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-
isobutil-amino]-6-fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-515)

Primera metodologia: La preparacion del compuesto del titulo se basa en el esquema 3 de esta invencion.

Paso A. Preparacion del éster metilico del acido (1-{5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-hidroxi-
hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (X) (PL-337)

El producto del ejemplo 1, paso F (0.624 g, 1 mmol) se disolvié en 5 mL de MeCN a 24 °C. Se le agreg6 SelectFluor
0.35 g (2 mmol) en una porciéon y se agité durante 1 h. Se agregd 1 mL de agua y la solucion se inyecto
directamente en una HPLC preparativa en fase reversa. El producto se recogio y se liofilizdé para dar 250 mg (38%)
de rendimiento de un solido blanco.

LC-MS: 643.3 (M+H)", 99% puro.

*H NMR (MeOD): 5 0.71-0.85 (m 2H), 0.88 (d, J = 6.3, 6H), 0.91-0.96 (m, 2H), 1.21-1.29 (m, 1 H), 1.41-1.52 (m, 1H)
1.82-1.92 (m, 1 H), 2.61-2.68 (m, 1 H), 2.81-2.85 (m, 2H), 2.94-3.05 (m, 2H), 3.38-3.40 (t, J = 5, 1 H), 3.49-3.52 (m,
5H), 4.28 (d, J = 10, 1 H), 4.87 (d, J = 10, 1 H) 6.90 (t, J = 8.3, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.28 (m, 3H), 7.33 (m, 3H), 7.39 (m,
4H).

Paso B. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-{1-[5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
(dietoxi-fosforiloxi)-hexilcarbamoil]-2,2-difenil-etil}-carbamico

El producto del paso A se fosforil6 con clorodietilfosfato siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 1, paso G.
Rendimiento 157 mg, 68%.

LC-MS: 779.3 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CDsOD): 5 0.82 (m, 1H), 0.92 (d, J = 6.2, 8H), 0.96 (m, 3H), 1.36 (d, J = 3.7, 6H), 1.90 (m, 1H), 2.69 (M, 1
H), 2.89 (m, 1H), 2.98 (m, 2H), 3.56 (s, 3H), 3.74 (M, 1H), 3.93 (m, 1 H), 4.03 (m, 1 H), 4.12 (q, J = 7.5 y 14.8, 4H),
432 (d,J=11.4,1H),4.92(d, J=11.4, 1 H), 6.90 (t, J = 8.3, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.28 (m, 3H), 7.33 (M, 3H), 7.39 (m,
4H).
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*'P NMR (CD;OD): 5 1.65

Paso C. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamaoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (XI) (PL-515)

Se llevo a cabo la desproteccion usando el procedimiento descrito en el ejemplo 1, paso G. Rendimiento 101 mg.
LC-MS: 723.2 (M+H)", 95% puro.

'H NMR (CD30D): & 0.65-0.77 (m, 1 H), 0.77-0.85 (m, 1H), 0.85-1.05 (m, 9H), 1.25-1.39 (m, 1 H), 1.40-1.52 (m, 1H),
1.82-1.98 (m, 1 H), 2.58-2.72 (m, 1H), 2.82-2.92 (m, 1H), 2.92-3.05 (m, 2H), 3.54 (s, 3H), 3.64-3.75 (m, 1 H), 3.80-
3.92 (m, 1H), 3.91-4.04 (m, 1 H), 4.29 (d, J = 11.4, 1H), 7.19 (t, J = 6.6, 1H), 7.13-7.21 (m, 2H), 7.22-7.33 (m, 6H),
7.34-7.38 (m, 2H), 7.39-7.48 (m, 2H).

*'P NMR (CD3;0D): § 2.74
Segunda metodologia: La preparacion del compuesto del titulo se basa en el esquema 4 de esta invencion.

Paso A. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (PL-461)

Se activé acido (2S)-2-metoxicarbonilamino-3,3-difenil-propionico ((ejemplo 1, paso E) 0.9 g, 3 mmol) en DMF (5 mL)
con EDAC (1.7 g, 9 mmol) y HOBt (1.2 g, 9 mmol). Se agregaron a la solucién 1.17 g de (2S)-acido fosférico 6-
amino-2-[(4-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-hexil éster dietil éster (IX) (ejemplo 3, paso B) y la mezcla se agitd
durante 3 h. Después se agregaron 20 g de resina Amberlite XAD-2 y las perlas se dejaron embeber durante 10 min.
La resina se transfirio a un filtro de vidrio y se lavd bien con agua destilada (400 mL) y 200 mL de NaHCO3; 1 M.
Después las perlas se lavaron con 4 porciones X 50 ml de MeOH y después con EtOAc 200 mL. La fase orgéanica se
evaporo. El residuo se adsorbid en gel de silice y se paso través de una columna de gel de silice corta (EtOAc) para
producir 2.4 g (83%) de un soélido blanco luego de la evaporacion.

NMR idéntica a la del ejemplo 1, paso H.

Paso B. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-{1-[5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
(dietoxi-fosforiloxi)-hexilcarbamoil]-2,2-difenil-etil}-carbamico (XI1)

El producto del paso A anterior, éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (0.555 g, 0.73 mmol) se disolvi6 en 5 mL de MeCN. Se le
agreg6 Selectfluor (0.26 g, 0.7 mmol) y la mezcla se agitdé durante 30 min. La mezcla se purific6 por HPLC
preparativa en fase reversa y se liofiliz para producir 278 mg (48% de rendimiento) de un sélido blanco.

'H NMR idéntica a la entrada previa, véase primera metodologia mas arriba.

Paso C. Preparacion del éster metilico del acido (1S,5S)-(1-{5-[(4-amino-3-fluoro-bencenosulfonil)-isobutil-amino]-6-
fosfonooxi-hexilcarbamoil}-2,2-difenil-etil)-carbamico (XIII, en este caso especifico es compuesto XI) (PL-515)

El procedimiento para preparar esta derivado fue como se describi6 en el paso de desproteccion para la
metodologia anterior. Rendimiento 139 mg (70%) después de la HPLC en fase reversa.

'H NMR idéntica a la entrada previa, véase primera metodologia mas arriba.
Ejemplo 11. Actividad inhibitoria y citotoxicidad

Se demostré que los principios activos que son liberados de los compuestos a base de lisina descritos en este
documento inhiben la aspartil proteasa del VIH (patente de Estados Unidos N° 6,632,816). Después de la
administracion oral, los niveles plasmaticos del compuesto a base de lisina; PL-461 en ratas, son insignificantes o
inferiores a los limites de deteccion, en comparacion con los niveles plasmaticos del principio activo; PL-100, lo que
indica que la porcién fosfato del compuesto a base de lisina (por ej., PL-461) se escinde metabolicamente y la mayor
parte de este compuesto se convierte en el principio activo correspondiente (por €j., PL-100) in vivo.

Se evaluo el perfil de resistencia cruzada de un principio activo representativo; PL-100 frente a 63 cepas de VIH con
sensibilidad reducida a todos los inhibidores de las proteasas (IP) aprobados, incluido el atazanavir.

En resumen, la actividad antiviral de PL-100 se determiné usando células MT4 infectadas con una cepa de VIH
adaptada en el laboratorio (NL4-3). A efectos de comparar, se evaluaron en paralelo siete inhibidores de proteasa
(IP) aprobados. El resultado de este experimento se presenta en la tabla 3.

Estos datos sugieren que la actividad antiviral de PL-100 es semejante a la de otros IP.
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Se evalué la citotoxicidad de PL-100 y otros IP en el mismo sistema de cultivo celular. El indice de selectividad (IS)
es la relacién entre la citotoxicidad (CCsp) y la actividad antiviral (CEsp). El indice de selectividad es similar al indice
terapéutico pero se refiere a estudios in vitro.

Este resultado indica que PL-100 es un IP potente, selectivo y no citotoxico.

Tabla 3
Inhibidor de la proteasa CEsp (NM) CCso (nM) IS (CCs0/CEsp)
Atazanavir 4 55 000 13 750
Amprenavir 47 > 100 000 > 2128
Indinavir 67 > 100 000 > 1493
Lopinavir 19 28 000 1474
Nelfinavir 29 8000 276
Ritonavir 61 25 000 410
Saquinavir 12 19 000 1583
PL-100 16 33 000 2063

Atazanavir (ATV) es fabricado por BMS (Bristol Myers Squibb), Amprenavir (APV) es fabricado por GSK (Glaxo
SmithKline), Indinavir (IDV) es fabricado por Merck, Lopinavir (LPV) es fabricado por Abott, Nelfinavir (NFV) es
fabricado por Pfizer, Ritonavir (RTV) es fabricado por Abott, Saquinavir (SQV) es fabricado por Roche.

Los inhibidores de la clase IP de VIH han demostrado que a veces se unen a las proteinas plasmaticas lo que puede
afectar su potencia in vivo. Por consiguiente se evalué el efecto de 40% de suero humano sobre la actividad antiviral
de PL-100 en células MT4 infectadas con NL4-3. Como se muestra en la tabla 4, la adicion de suero humano redujo
la actividad antiviral de PL-100 en 6 veces, lo que resultd en un aumento de su CEsp a 100 nM. Esto es similar a lo
gue se informd para los farmacos aprobados nelfinavir (NFV) e indinavir (IDV). Por lo tanto no se espera que la
unién a proteinas de PL-100 sea un problema importante en la clinica.

Tabla 4
Condiciones de cultivo CEsp nM (cambio en veces)
10% de PBS* 18 (1.0)
10% de FBS* + 40% de suero humano 106 (5.9)

*Suero fetal bovino

Ejemplo 12. Perfil de resistencia cruzada

Por lo tanto se evalué el perfil de resistencia cruzada de PL-100 frente a 63 cepas de VIH con sensibilidad reducida
a todos los inhibidores de las proteasas (PI) aprobados, incluido el atazanavir.

El grupo de 63 cepas virales se eligié basandose en las razones siguientes: 1) Alto nivel de pérdida de sensibilidad a
IP especificos; 2) Alto nivel de pérdida de sensibilidad a multiples IP; 3) Buena representacion de las mutaciones
primarias. Este grupo consiste en virus resistentes de pacientes con gran experiencia con IP y alto nivel de
resistencia a los IP.

El genotipo de estos virus abarca una amplia gama de patrones de mutacion. Nosotros buscamos particularmente
las mutaciones primarias de IP siguientes: D30N, L33F/I, M46l/L, G48V, I50L/V, V82A/F/S/T, 184V y L90M segun
definio la sociedad internacional de SIDA (IAS)-USA. La tabla 5 ilustra la reparticion y la potencia del grupo elegido.

Tabla 5
N° de mutaciones primarias de IP N° de cepas virales
0 3
1 6
2 11
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N° de mutaciones primarias de IP

N° de cepas virales

3 22
4 17
5 3
6 1

La mutacion mencionada antes se refiere al aminoacido original (natural) (cédigo de una letra)/posicion en la
proteasa del VIH-1/aminoacido resultante del o los cambios (cédigo de una letra). El cédigo de una letra de los
aminoacidos es conocido en el area.

Por ejemplo: D30N se refiere al: acido aspartico (D) encontrado en la posicion 30 de la proteasa del VIH-1 que fue
cambiado (mutado) por una asparragina (N): L33F/I se refiere a la: leucina (L) encontrada en la posicion 33 de la
proteasa del VIH-1 que fue cambiada (mutada) por fenilalanina (F) o isoleucina (1); etc.

La tabla 6 ilustra el resultado del perfil de resistencia cruzada de 63 cepas resistentes diferentes
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Tabla 6

0 T 1D CAMBIO EN VECES EN Ci50 VS, REFERENCIA
MUESTRA Grupof ATV AP oV [ NV sQv PL-100
103920572 | 24103F1S4Vis2ARAY 1 ; WPY]
03-120573 | 24U33FMOUSaLB2A > 7.7 Sy . 1.5 "I DA L
03-129574 SAVIB2ABEVIDOM s - N o L
03-129575 |33F/SavTaSe2ABavmoM] 8
03-129576 | 33FMELSAIB2ABavION] 7
03129576 46U82TmaV 1" S o i S 18 1 12
03-129579 46VS2YB4V 13 259 P82 fou 2. 4 2528
103129580 ABVB2TRLVIBOM 15 453, 0 e
03-129581 | 2D46UBAVIBSDMOM 16 [ 8Ty s EIFNM
03-120583 B4\ROM 21 ¥ e 23
03120584 ISV 24 1.3 1.7 2y
03120585 | 48VS4\PIADOM 26 B 19 |
03120586 IONREOHOM 2 14 23 12 by 14
04-148709 I2LETA 1 1 3 02 14
04-148710° 40V4 T\IB4V 138 |- M1y LIT S, 43
04-148711 46U TABLV 119 foTes & =<2, 1.1
04-148712 4GLE8S 122 03 0 17 1.9 08
04-148713 “EVBES 2 Pesa LS 02 2 0.7 06 04
04-148714 461885 124 - 9QAS 08 2 2 1.4
04-146715 I3F/A4LBESHOM 0 6 759 v 334,
D4-148718 33FSCLBSS/AOM 10 48] . 17
04-148713 IIVA6UB4\IES DAOM "
04-148719 |  J3F/46134VBE80DM0OM 20 Bl
D4-148720 | IONAIFMSLSELBAVEAD] 125 :
04-148721 I2V48L4TVISOL 127 2.1 04 1.9
04-148722 IIFSILA2ADOM 40 g
04-148723 IIFMHALDIAOM 42 P
04-948724 | 33F/54\I7 ISB2AHOM 44 4 v
04-14872% I2VAELMATVIBAV 53 03 06
04-148726 IFSALIBZARAY 132 ;
Da-148727 IIF/SAVIRIABAY 133 AT
04-148728 |  SAFMGUSILB2ZABEV 134 8
(04-148720 | 33F/54\iB2 1724 WH0M 61 v A
04-148730 | 337 MOLSILISAVIB2A 67
04148731 | 46L/SEMBZLBAVBROM 0
04148732 4ELSAVIE2AN0M 74
04148733 ABVSAVIBZATAV 76
04148734 | 40L/54\I7 3CRAVHOM 75
D4-148735 461 2TASVIOM Ly B
04-148736 40V 2ZA4VIOOM 82
04-148737 S4B 2ABAVID0M s4
04-140738 | I3F/SAVIS2ABAVROM 25
04-148730 <EISAVE2AROM 138 11 K
04-148740 AOLIBVE2ANB4\ROMN 1419
04-148741 43VIB2ATAVIOM 142
04-148742 LBLS\2BAV 5q 1.2
04.148742 A6LMEVE2AD0M o5 8. 54>
D4- 148744 4BL/SOL/S4VIS2A 9t 9. .
04-148745 AOVSOLSAVIBZA 9 22
04-148746 IF4ELBAVIOM 108
04.148747 IDIVAOLBANOM 107 '8 0 R
04148748 ITSANI0E 18 14 07 12 1 18 12 o9
04-148749 ITTMITOE 151 15 \X J 14 '3 19 12 19
04-148750 AGUSILB2THOM 172 > B ]
04-148751 S4BV 17 A 08
04-148752 S4BV 152 12 |

En la tabla 6 anterior, (1) indica las mutaciones_utilizadas para seleccionar los virus en al menos un grupo; las
mezclas fueron ignoradas para este proposito, (2) indica subtipo no B y (*) indica que no se alcanzo el 50% de
inhibiciéon con la concentracion de farmaco mas alta probada y que por lo tanto se le asigné un valor de FC (400)

arbitrario.

Las mutaciones clave indicadas en la tabla 6, se refieren Unicamente a la posicién en la proteasa del VIH-1 que ha
sido mutada y al aminoéacido resultante (codigo de una letra) encontrado en la proteasa mutada de la cepa

resistente. El aminoé&cido original no se indica.

Por ejemplo, 33F/46L/54V/82A/84\V//90M (grupo ID 7 de la tabla 6) indica que el aminoacido en la posicién 33 fue
mutado a fenilalanina (F), el aminoéacido en la posicion 46 fue mutado a leucina (L), el aminoéacido en la posicion 54
fue mutado a valina (V), el aminoacido en la posicién 82 fue mutado a alanina (A), el aminoacido la posicion 84 fue
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mutado a valina (V) y el aminoacido en la posicién 90 fue mutado a metionina (M). Analogamente con las otras
cepas virales resistentes indicadas en la tabla 6.

Los resultados presentados en la tabla 6 anterior indican el cambio en veces (FC, en inglés) en Clsq respecto a la
cepa de referencia (NL-4.3). Las celdas negras indican un FC < 10, las celdas grises indican valores de FC 2.5 < FC

5 < 10 y las celdas blancas indican un valor de FC; 0 < FC < 2.5. Los resultados del perfil de resistencia cruzada se
ilustran ain mas en el gréafico de la figura 1.

La tabla 7 resume los resultados de sensibilidad fenotipica obtenidos frente a las 63 cepas diferentes resistentes a
multiples IP mencionadas antes.

Tabla 7
ATV APV IDV LPV NFV SQV PL-100
Mediana de FC 15.6 9.7 8.1 17.9 15 23.2 3.6
Media de FC 25.7 18.5 16.5 313 31.7 85 8.7
% de FC<25 16 14 13 10 10 27 37
% de FC < 10 38 52 54 37 27 40 76
% de FC > 50 22 8 5 19 10 37 3

10

En los estudios de perfil de resistencia cruzada frente a las 63 cepas resistentes mencionadas en este documento,

se determiné la CEgs de PL-100 frente a cada cepa. La mediana de CEgs representa la concentracion necesaria para

inhibir 95% de la replicacion viral del 50% de las variantes diferentes de VIH-1 resistentes a los farmacos. La tabla 8

ilustra el porcentaje de cepas resistentes analizadas con la unién a proteinas ajustada CEgs < 200 ng/ml. Las cepas
15 resistentes se agrupan por el nimero de mutaciones primarias que tienen.

Tabla 8
N° de mutaciones primarias de IP % de cepas virales con CEgs < 200ng/ml

0 100
1 100
2 36
3 23
4 0

5-6 0

La CEgs de PL-100 se determind frente a cada una de las 63 cepas resistentes indicadas en este documento. La
tabla 9 ilustra el porcentaje de cepas resistentes analizadas con la unién a proteinas ajustada CEgs < 630 ng/ml. Las
20 cepas resistentes se agrupan por el nUmero de mutaciones primarias que tienen.

Tabla 9
N° de mutaciones primarias de IP % de cepas virales con CEgs < 630ng/ml
0 100
1 100
2 82
3 55
4 29
5-6 0

Los resultados presentados en este documento indican que PL-100 tiene un perfil de resistencia cruzada favorable
frente a varias cepas de VIH.
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Ejemplo 13. Biodisponibilidad de los compuestos

Para mejorar la estabilidad quimica, la solubilidad acuosa de los principios activos, se designaron, sintetizaron y
purificaron diversos compuestos a base de lisina, como derivados de PL-100 (PL-461, PL-462, etc.) (Fig. 2, Tabla
10). Se demostré que el principio activo es eficaz contra una aspartil proteasa del VIH-1 (patente de Estados Unidos
N° 6,632,816). Como se mencion6 precedentemente, los principios activos presentan una potente actividad antiviral
cuando se los prueba en cepas virales del VIH-1 no mutadas (NL4.3 como el virus de tipo silvestre) asi como en
varias cepas mutadas.

Por consiguiente se desarrollaron y probaron diversos precursores de PL-100. Los ejemplos de precursores
representativos de PL-100 se ilustran en la tabla 10. PL-100 y PL-337 se eligieron como principios activos
representativos entre los dados a conocer en la patente de Estados Unidos N° 6,632,816 para Stranix et al, para
mejorar la farmacocinética de estos potentes inhibidores.

Los compuestos indicados en la tabla 10 se prepararon siguiendo el esquema 1, 1A, 2, 3, 4 0 5; y méas
particularmente como se describié en cada ejemplo indicado antes. Los nimeros de los compuestos indicados en la
tabla 10 (N° de Ej.) corresponden a los numeros de ejemplo presentados precedentemente.

Tabla 10: Estructuras de los ejemplos de compuestos a base de lisina y principios activos

S
CH,OR,
o]
AL N
x 8. (CHg-),.—n Rs
A
] | Ra
A Re

¥ I

Ej. N° D,L,DLR,S,
R

(N°de PL) (X Y |n|R: R2 Rs Re XY S
1 (PL-461) |4-NH, |H |4 |(HO).P(O) (CeHs)2CH CH3;0-CO iso-butilo |H/H |S,S
2 (PL-462) |4-NH> [H |4 |(NaO).P(O) (CeHs)2CH CH3;0-CO iso-butilo |H/H |S,S
3 (PL-507) [4-NH, [H |4 |(HO).P(O) Naftil-2-CH; CH3;0-CO iso-butilo |H/H
4 (PL-498) |4-NH> |H |4 |(HO).P(O) Naftil-1-CH, 4-morfolina-CO  |iso-butilo |[H/H |S,S
5 (PL-504) |4-NH. |H (HO)2P(O) (CsHs)2CH CH3CO iso-butilo |H/H |S,S
6 (PL-515) [4-NH. [3-F (4 |(HO).P(O) (CeHs)2CH CH30-CO iso-butilo |H/H |S,S
11 (PL- 4-NH, [H H (CeHs)2CH CH30-CO iso-butilo |H/H
100)
12 (PL- 4-NH, |[3-F |4 |H CeHs)2CH CH3;0-CO iso-butilo |H/H
337)

Para evaluar la magnitud de la escisién in vivo del grupo fosfato de los compuestos putativos, PL-100, PL-462
(basado en PL-100), se administraron los compuestos PL-337 y PL-515 (basados en PL-337) po (per os, (es decir,
por boca)) (50 mg/kg) a ratas Sprague-Dawley machos y se midié su concentracion plasmatica a diferentes
intervalos de tiempo post administracion.

Todos los articulos de prueba (PL-100, PL-462, PL-337 y PL-515) se prepararon en vehiculos diferentes a una
concentracion final de 25 mg/mL. La composicion del vehiculo es la siguiente: (1) 20% de etanol; 50% de
propilenglicol; 0.05% p/v de Tween 20 y agua (Mezcla); (2) tampon PBS (PBS).

Los articulos de prueba se administraron a las ratas Sprague-Dawley machos en una Unica dosis oral de 50 mg/kg.
Cada articulo se probé en tres ratas. Se extrajeron muestras de sangre (0.2-0.3 mL) a los tiempos post
administracion de 10, 20, 40, 60, 120, 180 y 360 minutos. La sangre extraida se centrifug6 para aislar el plasma. El
plasma resultante se separé y se almacené a -70 °C.

Como se indic6 antes, cuando los compuestos a base de lisina descritos en este documento se administran in vivo,
el principio activo se libera y por lo tanto puede inhibir la proteasa de los retrovirus. Por ejemplo como se ilustra en la
Fig.3 cuando PL-461 (o PL-462) se administra in vivo, la porcién fosfato (en el caso de PL-461) es escindida
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metabdlicamente para generar el principio activo; PL-100. Andlogamente cuando se administra PL-515 in vivo, la
porcion fosfato es escindida para generar PL-337.

Se trataron muestras de plasma junto con muestras estandar y para control de calidad para precipitar proteinas, y
después se analizaron por HPLC-MS para determinar la presencia de PL-462, PL-100, PL-515 y PL-337.

Tabla 11
Compuesto PL-462 (N°de Ej. 2)  |PL-100 (N° de Ej. 1-F) |PL-515 (N°de Ej. 13) |PL-337 (N° de Ej. 13-
A)
Vehiculo PBS Mezcla PBS Mezcla
Numero de ratas |3 3 3 3
Dosis (mg/kg) 50 po 50 po 50 po 50 po
AUC (pg/h*ml) 0.816 + 0.295 (PL-100, {0.675+0.171 1.075 + 0.625 (PL-337, (1.180 + 0.196
detectado) detectado)
Cmax (nM) 330 +£ 109 498 + 203 545 + 215 681 + 131
Tmax (min) 93 + 60 40+ 16 87 + 60 60 + 15

En la tabla 11 anterior: 50 mg/kg de PL-462 = 43 mg/kg de PL-100
50 mg/kg de PL-515 = 43 mg/kg de PL-337

Los resultados demuestran que los compuestos PL-462 y PL-515 pueden ser administrados por via oral en
soluciones acuosas. Ninguno de los compuestos, ni PL-462 ni PL-515, administrados en soluciones acuosas, es
detectado en las muestras sanguineas, lo que sugiere el rdpido metabolismo a PL-100 y PL-337 los farmacos
precursores.

La administracion de soluciones acuosas de PL-462 y PL-515 mostr6 una administracion entre equivalente y
ligeramente superior de PL-100 y PL-337 en comparacion con las formulaciones no acuosas de PL-100 y PL-337.

Basandose en estos resultados, todos los compuestos fosforilados descritos en la presente invencion mostraran
propiedades farmacocinéticas similares.

El coeficiente de particion (LogP) de los compuestos elegidos y de los inhibidores de la proteasa del VIH (farmacos)
correspondientes, son los siguientes:

Tabla 12.
Compuestos LogP Farmacos correspondientes LogP
PL-461 (o PL-462) -1.2 PL-100 3.6
PL-515 -0.75 PL-337 3.8

Los LogP se midieron de la manera estandar disolviendo 1 mg del compuesto en 0.8 mL de octanol y en el mismo
volumen de tampon de fosfato de pH 7.4 (KHPO4 0.04 M). La concentracion de los compuestos en las fases se
detectd por LC-MS. esta prueba demostrd la solubilidad de los compuestos al pH fisiolégico. Los LogP obtenidos
muestran que los compuestos son muy solubles en comparacion con los farmacos correspondientes.

Los resultados de los experimentos de solubilidad ilustrados en la Fig. 4 indican que PL-461 también posee una
solubilidad en agua moderada en condiciones acidas y que la solubilidad aumenta drasticamente cuando el pH >4.5.
La solubilidad en agua de PL-100 y PL-461 a pH 7.5 es 0.079 y 145 mg/ml para PL-100 y PL-461, respectivamente.

La version fosforilada de PL-100; es decir PL-461, se eligié para una evaluacion posterior debido a su estabilidad,
solubilidad y biodisponibilidad oral.

Materiales y métodos - estudios farmacocinéticos

Se llevaron a cabo varios estudios para determinar el perfil farmacocinético de los compuestos a base de lisina
descritos en este documento solos 0 en combinacion con inhibidores de CYP450.

Se llevé a cabo un primer estudio (estudio 1 N° 141690) para evaluar el perfil farmacocinético de PL-100 y PL-461
después de la administracion de una Unica dosis oral en combinacién con ritonavir y se llevaron a cabo otros dos
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estudios (estudio 2 N° 143656 y estudio 3 N° 144536) para evaluar el perfil farmacocinético de PL-461 después de la
administracion de una Unica dosis oral en combinacion con ritonavir.

Los animales de prueba fueron ratas Sprague Dawley (especie Rattus norvegicus) de 6-7 semanas de vida antes del
comienzo de la dosificacion y se obtuvieron de Charles River (Montreal, Canada). El estudio comprende
habitualmente 6 animales por grupo.

Veinticuatro horas antes de la iniciacion del estudio, las ratas se distribuyeron al azar en 6 grupos, y cada grupo tuvo
6 ratas (3 ratas por cada jaula). Las ratas ayunaron durante 3 h antes de la dosificacion y 3 h después de la misma.

Las formulaciones se prepararon como se indica a continuacion. Las soluciones son estables a temperatura
ambiente durante una semana y se cubren con papel de aluminio para evitar la luz. La mezcla contiene etanol,
propilenglicol, Tween 20 y agua para inyeccion (20%, 50%, 0.1% y 30%, v/v/v/v). El pH de todas las soluciones se
ajusto a 7.5. El volumen de dosificacién para todas las formulaciones fue de 2 mL por kg de peso corporal.

La muestra de sangre se extrajo 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h'y 24 h después de la dosificacion.
Las muestras de sangre se centrifugaron para separar el plasma y las muestras de plasma separadas se colocaron
en crioviales y se congelaron a -80 °C para el andlisis posterior. Las muestras de plasma junto con los estandares y
las muestras para control de calidad se trataron mediante precipitacién de proteinas y después se analizaron por
HPLC-MS.

Precipitacion de proteinas

En resumen, la precipitacion de proteinas se realizd en alicuotas de 50.0 mL de blanco de plasma (para los
estandares y las muestras para control de calidad (CC)) o de plasma para farmacocinética (PK, en inglés). Se
agregaron 5.00 pL de solucion de concentracion conocida para los estandares y las muestras para CC o de
acetonitrilo/DMSO = 1/1 para las muestras PK.

Las muestras se mezclaron en un equipo tipo Vértex durante 10 segundos. Se agregaron 150 pL de solucion de
trabajo del estandar interno (1.00 pg/mL PL-459-01 en acetonitrilo). Las muestras se volvieron a mezclar en Vortex
durante 10 segundos y se sometieron a ultrasonido durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 10
min a 10 000 rpm y se transfirieron 100 pL de sobrenadante a un inserto. Se agregaron 100 pl de agua desionizada
(0.2% de FA) y las muestras se mezclaron en Vértex. Finalmente, se inyectaron 20 pL en el HPLC.

Condiciones del instrumento para HPLC
HPLC:

Columna: Zorbax SB-C18, 2.1 x 50 mm, 5 um

Fase movil: Acuosa (Ac) = 0.1 % de acido formico en agua desionizada

Orgénica (Org) = 0.1% de acido formico en acetonitrilo

Gradiente: De 30% a 90% de Org en 5 min, después se retorné a 30% de Org en 1 miny

se equilibré 4 min

Velocidad de flujo: 0.30 mL/min

Tiempo de la corrida: 10 min

Tiempo de retencidn: 5.9 min para PL-100 y PL-459 (IS), 4.6 min para PL-461, 6.3 min para ritonavir

MSD:

Fuente: ESI

Ancho del pico: 0.07 min

Polaridad: Positiva

Tiempo de adquisicién: 2.0 - 7.0 min

Modo de adquisicion: SIM, MH+, 625.3 para PL-100; 630.3 para PL-459 (IS), 705.3 para PL-461, 721.3 para
ritonavir

Fragmentador: 100

Ganancia: 1.5

Resolucion: Alta

Camara de pulverizacién

Temperatura del gas: 325 °C Gas de secado: 12.0 L/min
Presion del nebulizador: 55 psig Vcap: 4.000 V
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Calculos de biodisponibilidad

Biodisponibilidad de PL461 = (AUCy.pyy = po)  Dosis—iv & _PM = PLAGL | 009

(AUC, o —iv.) Dosis— po PM - PL1O0

Biodisponibilidad de PL100 =

(AUC,_,,, — po.) . Dosis — jv «100%
(4 Uco-zu —iv.) Dosis— po
Nota:
Peso molecular de PL461 = 705
Peso molecular de PL100 = 624
Articulos de prueba para los estudios 1, 2y 3
A menos que mencione especificamente, se usaron ratas hembras.

Articulos de prueba del estudio 1

Nombre: PL-100-06

Lote/N° de lote: 06

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)
Nombre: PL-461-05

Lote/N° de lote: 05 (ZL-177-091404)

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)
Nombre: Ritonavir

Lote/N° de lote: 749592E22

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)

Formulacion utilizada en el estudio 1
Formulacion 1:
PL-100-06 (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL
PL-100-06; 90.0 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacién 2:
PL-100-06 (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL y Ritonavir (10 mg/kg) la concentracion es 5 mg/mL
PL-100-06; 90.0 mg + 30 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacién 3:
PL-100-06 (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL y Ritonavir (30 mg/kg) la concentracién es 15 mg/mL
PL-100-06; 90.0 mg + 90 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 4:
PL-461-05 (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL
PL-461-05; 90.0 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0

Formulacién 5:
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PL-461-05 (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL y Ritonavir (10 mg/kg) la concentracién es 5 mg/mL
PL-461-05; 90.0 mg + 30 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0

Formulacién 6:
PL-461-05 (30 mg/kg) la concentracién es 15 mg/mL y Ritonavir (30 mg/kg) la concentracion es 15 mg/mL
PL-461-05; 90.0 mg + 90 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0

Articulos de prueba del estudio 2

Nombre: PL-461-05

Lote/N° de lote: 05 (ZL-7-177-091404)
Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)
Nombre: Ritonavir

Lote/N° de lote: 749592E22

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)

Formulacion utilizada en el estudio 2
Formulacién 1:
PL-461-05 (29.93 mg/kg) la concentracion es 14.97 mg/mL
PL-461-05; 89.8 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 2:

PL-461-05 (30.2 mg/kg) la concentracion es 15.10 mg/mL y Ritonavir (10 mg/kg) la concentracion es 5
mg/mL

PL-461-05; 90.6 mg + 30 mg RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 3:

PL-461-05 (29.43 mg/kg) la concentracion es 14.72 mg/mL y Ritonavir (5,10 mg/kg) la concentraciéon es
2.55 mg/mL

PL-461-05; 88.3 mg + 15.3 mg RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 4:

PL-461-05 (51.27 mg/kg) la concentracién es 25.63 mg/mL

PL-461-05; 153.8 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0
Formulacion 5:

PL-461-05 (50,03 mg/kg) la concentracion es 25.02 mg/mL y Ritonavir (17.03 mg/kg) la concentracion es
8.52 mg/mL

PL-461-05; 150.1 mg + 51.1 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0
Formulacién 6:

PL-461-05 (49.33 mg/kg) la concentracién es 24.67 mg/mL y Ritonavir (8.03 mg/kg) la concentracion es
4.02 mg/mL

PL-461-05; 148.0 mg + 24.1 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla, pH 7.0
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Articulos de prueba del estudio 3

Nombre: PL-461-06

Lote/N° de lote: 06 (SAP-8-57-102604)
Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)
Nombre: Ritonavir (RTV)

Lote/N° de lote: 749592E22

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)

Formulacion utilizada en el estudio 3
Formulacion 1:
PL-461-06 (30 mg/mL) la dosis es 60 mg/kg
PL-461-06; 180.0 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 2:
PL-461-06 (15 mg/mL) la dosis es 30 mg/kg y Ritonavir (5 mg/mL) la dosis es 10 mg/kg
PL-461-06; 90.0 mg + 30 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacién 3:
PL-461-06 (50 mg/mL) la dosis es 100 mg/kg y Ritonavir (5 mg/mL) la dosis es 10 mg/kg
PL-461-06; 300.0 mg + 30 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacion 4:
PL-461-06 (50 mg/mL) la dosis es 100 mg/kg
PL-461-06; 300.0 mg disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Formulacién 5:
PL-461-06 (30 mg/mL) la dosis es 60 mg/kg y Ritonavir (5 mg/mL) la dosis es 10 mg/kg
PL-461-06; 180.0 mg + 30 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla

Formulacion 6:

PL-461-06 (50 mg/mL) la dosis es 100 mg/kg y Ritonavir (8.33 mg/mL) la dosis es 16.67 mg/kg

PL-461-06; 300 mg + 50 mg de RTV disueltos en 6.00 mL de Mezcla
Articulos de prueba del estudio 4

PL-461-06

Lote/N° de lote: 06 (SAP-8-57-102604)

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)

Ritonavir (RTV)

Lote/N° de lote: 21-802AW21

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 - 30 °C)

Fabricante: Abbott Laboratories, Limited
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Preparacion utilizada en el estudio 4

PL-461-06 Preparacién 1

Articulos de prueba: PL-461 (20 mg/mL)

Vehiculo: Agua para inyeccion

pH: 6.0

Aspecto: Solucion amarilla palida
Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 -30 °C)

PL-461-06 Preparacion 2

Articulos de prueba: PL-461 (60 mg/mL)

Vehiculo: Agua para inyeccion

pH: 6.0

Aspecto: Solucién amarilla palida
Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 -30 °C)

PL-461-06 Preparacién 3

Articulos de prueba: PL-461 (200 mg/mL)

Vehiculo: Agua para inyeccion

pH: 6.0

Aspecto: Solucion amarilla

Condiciones de almacenamiento: Temperatura ambiente (15 -30 °C)

Solucién de Ritonavir (16 mg/mL)
2 mL de la solucion de Ritonavir, Norvir, (80 mg/mL) se diluyen con 8 mL de mezcla que contiene
60% de propilenglicol y 40% de agua. La concentracion final de Ritonavir es 16.0 mg/mL.
Ejemplo 14. Farmacocinética de PL-461
La farmacocinética (PK) de PL-461 se evalué y compar6 con la del principio activo original

El perfil farmacocinético se obtuvo por administracion de los farmacos de prueba; PL-100 y PL-461 en ratas. Se
administré PL-100 o PL-461 por via oral en las dosis indicadas en la Fig. 5. Cada punto correspondiente al tiempo en
la figura representa la [PL-100] plasmatica promedio (ng/ml) de 6 ratas hembras a una dosis determinada.

Los resultados indican que la biodisponibilidad oral absoluta para PL-100 y PL-461 a 30 mg/kg es 8.7 y 23%,
respectivamente. La biodisponibilidad de PL-461 a 100 mg/kg es de 23%.

La linea horizontal en la Fig. 5 representa la [PL-100] plasmética de 200 ng/ml. El perfil farmacocinético de PL-461
muestra que el tiempo (t) > 200 ng/ml es de aproximadamente 6 horas en ratas a una dosis de 100 mg/kg, lo que
sugiere que PL-461 tiene potencial como un farmaco de dos veces al dia para mantener dicha [PL-100] plasmatica
en un hombre a una dosis equivalente.

Se compararon los parametros farmacocinéticos de PL-100 y PL-461 en ratas**. Estos resultados se resumen en la
tabla 13, a continuacion.
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Tabla 13

Dosis Via |Az T1/2 |Tmax |Cmax Talt |Calt AUCuUIlt AUCInf |Vz_F |[CLF

(mg/kg) a/mhy |(h) (h) (ng/ml) |(h) |(ng/ml) [(h/ng/ml) |(h ng/ml) |(L/kg) |(L/h/kg)
PL- 5 iv. 1052 (1.2 0.1 1804 6 44 1369 1434 6.1 35
100*
PL- 50 p.o. (0.09 |8.4 0.4 457 24 15 1101 1284 549 44
100*
PL- 50 p.o. {0.10 |94 0.5 1216 24 13 2226 2416 282 23
461*

En la tabla 13 las abreviaturas son las siguientes:

Az constante de velocidad de eliminacion

t1/2 semivida de eliminacion plasmatica

Tméx tiempo de concentracion maxima

Cmax concentracion maxima

Tult tiempo de la Gltima concentracion medible

Cult dltima concentracion medible

AUCIUlt area bajo la curva de conc. plasmatica -tiempo desde cero hasta la Ultima concentracion medible
AUCINf area bajo la curva de concentracion plasméatica-tiempo desde cero extrapolada al infinito

Vz_F volumen aparente de distribucion

CI_F depuracion oral aparente

*Cada grupo de tratamiento tuvo al menos 6 ratas hembras.

**E| andlisis farmacocinético se hizo usando el método no compartimental con WinNonLin Professional (version 4.0).
AUC se calcul6 usando el método lineal hacia arriba/logaritmico hacia abajo.

Los resultados presentados en la Fig. 5y en la tabla 13 indican que PL-461 tiene mejor farmacocinética que PL-100.

Ejemplo 15. Métodos y composiciones para mejorar la farmacocinética de principios activos y compuestos a base de
lisina

Los resultados presentados en este documento indican que aunque los principios activos (por ej., PL-100, etc.) y los
compuestos a base de lisina (por ej., PL-461, PL-462, etc.) son buenos compuestos antivirales, la farmacocinética
todavia se puede mejorar.

Por consiguiente se llevaron a cabo otros experimentos a ese efecto administrando PL-100 o PL-461 con un farmaco
capaz de inhibir la monooxigenasa del citocromo P450 (CYP450) (es decir un inhibidor de CYP450) para evaluar si
este tipo de inhibidores podia aumentar la farmacocinética de los compuestos descritos en este documento.

Se eligieron ritonavir, quinidina, ketoconazol y sulfafenazol entre los inhibidores de CYP450 y se compard la
farmacocinética de combinaciones de PL-461 e inhibidores de CYP450 con la farmacocinética de otra combinacién
de IP e inhibidores de CYP450. El efecto de los inhibidores de CYP450 sobre el metabolismo de la anti-proteasa del
VIH-1 se evalué en microsomas hepaticos humanos.

Aunque, ketoconazol y sulfafenazol son capaces de aumentar la farmacocinética de PL-100, los resultados de la Fig.
6 indican que la combinacion mas eficaz es la de PL-100 y ritonavir.

Los resultados presentados en la Fig. 7 y en la tabla 14 ilustran la biodisponibilidad de PL-100 o PL-461 cuando se
administra en combinacion con un inhibidor de CYP450.

Tabla 14. Biodisponibilidad oral de PL-100 y PL-461 en ratas hembras (N° 141690)

N° de |Articulode |Dosis* |Dosis** |Biodisponibilidad absoluta*** (%) Prom. |DE |CV(%) |[Méax |Min |Mediana
grupo |prueba (mg/kg) | (mg/kg)

1 30/0 30/0 85 |84 |85 9.0 |72 |10.7 |87 1.1 |128 |10.7 |72 |85

2 PL100/RTV |30/10 |33/10 |36.3 |25.0 |24.8 |[31.3 |21.9 (33.7 |28.8 (6.3 |19.9 363 |21.9 |28.1

3 30/30 |32/30 |70.0 |54.6 |75.3 |54.8 [70.2 |41.2 |61.0 |[13.0 [21.3 |75.3 |41.2 |62.4

4 30/0 35/0 15.9 |33.6 |13.0 |14.9 |22.3 |23.8 |20.6 |7.7 |37.3 |33.6 [13.0 |19.1

5 PL461/RTV [30/10 |34/11 |80.7 |45.1 |105.1 |94.3 |47.7 |36.5 |68.2 |28.8 |42.3 |105.1 |36.5 (64.2

6 30/30 34/34 32.7 |93.8 |42.1 |64.9 |66.7 |43.5 |57.3 |22.4 |39.1 93.8 |[32.7 |54.2

*: Dosis prevista por protocolo

33



10

15

20

25

30

ES 2 539527 T3

N° de |Articulo de |Dosis* |Dosis** |Biodisponibilidad absoluta*** (%) Prom. |DE |CV(%) |Max [Min |Mediana
grupo |prueba (mg/kg) | (mg/kg)

**: Dosis corregida por los resultados de CC.
***: |_a biodisponibilidad se calcul6 a partir de la dosis corregida.

Estos resultados indican que el ritonavir (RTV: un inhibidor de CYP450) aumenta la biodisponibilidad de PL-100 y
también la de PL-461.

Otro inhibidor de CYP450 eficaz para aumentar la farmacocinética de los principios activos o los compuestos a base
de lisina (denominados aqui "compuestos") descritos en este documento, se puede identificar mediante la
coadministracion de un inhibidor de CYP450 putativo y un compuesto deseado (uno 0 mas compuestos) en un
ensayo (por ejemplo un ensayo en microsomas o estudios in vivo) descrito aqui y la medicion de la cantidad de
compuesto residual (principio activo) que todavia permanece después de varios tiempos luego de la administracion
(incubacion). Un inhibidor de CYP450 que aumenta la biodisponibilidad del compuesto (principio activo) en
comparacion con la biodisponibilidad medida sin el inhibidor de CYP450 putativo seria encontrado eficaz para el
proposito de mejorar la farmacocinética del compuesto.

En el estudio 4, ritonavir se administré primero y PL-1461 se administré 15 o 30 minutos después. El resultado
obtenido usando este esquema de administracion (Tabla 15) indica que este método es tan eficaz para aumentar la
farmacocinética del compuesto a base de lisina dado a conocer en este documento como el método de los estudios
1-3.

Tabla 15
. . Conc. del . Volumen de Numero de
Grupo Arrltjlggg) de (Dn?s}i ) articulo de Z(;Ierln(iirﬁstracién dosificacion animales por
P g/kg prueba (mg/mL) (mL/kg) grupo
1 PL-461-06 |100 20 oral 5 ﬁe”r:]abcrgcs’yf*
2 PL-461-06 |300 60 Oral 5 ﬁe”r:]abcrgcs’yf*
3 PL-461-06 |1000 200 oral 5 ﬁe"r}]ab‘igzs’s
A RTV 16 16 Oral 1 3 machos/3
PL-461-06 |100 20 Oral 5 hembras
5 RTV 16 16 Oral 1 3 machos/3
PL-461-06 |100 20 Oral 5 hembras
6 RTV 16 16 Oral 1 3 machos/3
PL-461-06 |100 20 Oral 5 hembras

Ejemplo 16. Farmacocinética de combinaciones de compuestos a base de lisina e inhibidores de CYP450

En los estudios 1, 2 y 3 mencionados antes, PL-461 y RTV fueron coadministrados por via oral en las dosis
indicadas en la Fig. 8.

Cada punto correspondiente al tiempo en la Fig. 8 representa la concentracion plasmatica promedio de PL-100
(ng/ml) de 6 ratas hembras a una dosis determinada. La linea horizontal en la Fig.8 representa la concentracion
plasmatica de PL-100 de 630 ng/ml. El perfil farmacocinético muestra que el tiempo () > 630 ng/ml es de
aproximadamente 6 horas en ratas a una dosis de 100 mg/kg para PL-461 y 16.7 mg/kg para RTV, lo que sugiere
que PL-461 tiene potencial como un farmaco de dos veces al dia para mantener dicha concentracion plasmatica de
PL-100 en un hombre a una dosis equivalente.

Ejemplo 17. Optimizacion de la relacion entre los compuestos a base de lisina versus el inhibidor de CYP450

Se determiné la biodisponibilidad oral absoluta de PL-461 en diversas condiciones como se indica en la Fig.9. Mas
particularmente, se vario la concentracion de PL-461 y la proporcion de PL-461 en comparacion con CYP450. Los
resultados presentados aqui indican que se puede alcanzar una suficiente biodisponibilidad oral, con respecto a
CEgs ajustada por union a proteinas frente a cepas resistentes cuando se refuerzan a una relacion de 6 (PL-461) a 1

34




10

15

20

ES 2 539527 T3

(RTV), aunque otras relaciones también pueden ser utilizadas con éxito como se indica en la tabla 16 a
continuacion.

Tabla 16. Biodisponibilidad oral de PL-461 en ratas con y sin ritonavir (N° 141690, N° 143656, N° 144536)

Nivel Dosis* Biodisponibilidad absoluta (%)** Prom. |DE CV(% Max |Min Median
de . Relacion de (mg/kg) ) a
SZSIS dosis (PL461/RT
Plag |(PLABLRTV) ¢
1
35/0 15.9 133.6 |13.0 |14.9/22.3/23.8
/AR 225 |6.9 1307 |33.6 |13.0/23.8
2710 30.1(24.0 24.5
6/1 26/3.5 42.2|37.6 45.1|65.5 47.4 (12.3/26.0 |655 |37.6|43.7
30 34/11 80.7|45.1|105.1 94.3]47.7[365
mg/kg
311 26/9.2 62.1/45.3 /26,5 |38.5|42.6|34.7/52.6 |24.5|46.6 |105.1/26.5 43.9
26/8.4 34.7(37.1/32.9 |28.6|54.9 (39.4
1/1 34/34 32.7193.8/42.1 |64.9/66.7435/57.3 |22.4(39.1 938 |32.7/54.2
48/0 11.1/20.3/3.2 [23.3 31.3
/AR 17.4 (7.7 446 |31.3 |71 |14.7
50 51/0 12.017.1 1147 |24.4|13.4 |24.4
ma/kg |g/1 55/11 34.9|51.7/33.9 |58.4(46.0|24.1 /415 |12.8|30.7 [58.4 |24.1/40.5
311 45/15 49.0|64.5(41.9 |42.3|13.8/85.2(49.5 |24.0/486 852 |13.8(45.7
100 |NA" 84/0 13.6 137.1/25.3 |25.6 |15.2 23.4 |95 1406 |37.1 |13.6/25.3
mg/K |10/1 85/9.2 25.2120.1/40.0 [20.3/28.9/51.4/31.0 |12.4|40.0 |51.4 |20.127.1
9 6/1 89/17 91.2 147.0(39.1 |56.7|35.6 53.9 (2241415 |91.2 |35.647.0

*: Dosis corregida por los resultados de CC.

*Tabla 10: Estructuras de los ejemplos de compuestos a base de lisina y principios activos*: La biodisponibilidad se
calcul6 a partir de la dosis corregida.

***: Sin ritonavir

Finalmente la Fig. 10 indica que PL-100 inhibe a CYP3A4/5 como lo hace el RTV. La mayor Ki de RTV
(aproximadamente 10 veces mayor) confirma que es capaz de actuar como un agente de refuerzo para PL-100.

Se demostroé aqui que PL-100 es un nuevo IP potente, especifico y no tdxico, y que tiene patrén de resistencia
cruzada favorable comparado con todos los IP aprobados.

PL-461, un precursor de PL-100, es >1800 veces mas soluble que PL-100 y tiene 2 a 3 veces mayor
biodisponibilidad oral que PL-100. PL-461 tiene potencial como nuevo IP para el tratamiento de pacientes infectados
con cepas de VIH resistentes a los IP que tienen, por ejemplo dos 0 menos mutaciones primarias. PL-461, cuando
se combina con un inhibidor de CYP450 como, por ejemplo, ritonavir, tiene un gran potencial como nuevo IP para el
tratamiento de pacientes infectados con cepas de VIH resistentes a los IP que tienen mutaciones (por ejemplo, dos o
mas mutaciones primarias). En este documento se encontrdé que la relacién entre PL-461 y ritonavir necesaria para
el refuerzo es adecuada para la administracion in vivo.

Basandose en los datos de resistencia cruzada de PL-100 y los resultados de la farmacocinética, se espera que
dosis equivalentes de PL-461 en un hombre inhiban eficazmente la replicacion de cepas de VIH proteasa-
resistentes. Ademas, estos datos también sugieren que PL-461 también se puede administrar, por ejemplo, usando
un régimen de dosificacion conveniente de dos veces al dia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que contiene:

a) un compuesto a base de lisina de férmula Il

H
CH,OR,
Q. O =
N H N
S —(CH:
' N \N/'_( ﬁ—m Ra
XT |L6 R
/~F |

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:
nes4,

X es 4-NH,,

YesH

Re es iso-butilo,

Rs es CH3;0-CO-,

X'"e Y'sonH,

Rz es un grupo difenilmetilo de féormula 1V

CH
[
//
/
X‘ i
v Y

R1 es (HO),P(O);
b) ritonavir; y

¢) un portador farmacéuticamente aceptable;

donde la relacion (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y

ritonavir, es de 6:1 a 3:1.
2. Una combinacion farmacéutica que contiene:

a) un compuesto a base de lisina de formula Il

H
N CH,OR,
g i N._
S - CH
| R \N/_( 2*)n__ﬁ Ra
X g P Fl?ﬁ R,
Y/ |

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:
nes4,

X es 4-NHy,

YesH

Re es iso-butilo,
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R3 es CH30-CO-,
X'eY'sonH,

Rz es un grupo difenilmetilo de formula IV

CH
-t
/ i X
X' (]
v Y

R; es (HO).P(O); y

b) ritonavir;

donde la relacion (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y
ritonavir, es de 6:1 a 3:1.

3. La combinacién farmacéutica de la reivindicacion 2, en la que el compuesto a base de lisina de formula Il y

ritonavir se formulan como composiciones separadas que se pueden administrar por separado, al mismo tiempo o
en momentos diferentes.

4. El uso de un compuesto a base de lisina de férmula Il

CH,OR 0 il
=2 1
o\‘s//O ! (CHr—N Mg
7N Ny 3
XT [:Lﬁ R
J~F I

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables y ritonavir en la fabricacion de una composicion farmacéutica para
el tratamiento o la prevencion de una infeccion por el VIH o para el tratamiento o la prevencion del SIDA,

donde n, X, Y, X', Y', R1, Rz, Rz y R son los definidos en la reivindicacion 1;

y donde la relacion (p/p) entre el compuesto a base de lisina y ritonavir es de 6:1 a 3:1.

5. Una composicion farmacéutica como la definida en la reivindicacion 1, o una combinacion farmacéutica como la
definida en la reivindicacion 2 o 3, destinada al tratamiento o la prevencidn de una infeccion por VIH o al tratamiento
o0 la prevencion del SIDA.

6. El compuesto a base de lisina de formula Il

H
CH,OR,
Q O =
N/ i N<_
: CH
L AN S\Tf—( ﬁn—n Rs
iy R
<~ o

en el que n, X, Y, X, Y, Ry, Rz, Rz ¥y Re son los definidos en la reivindicacion 1 o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y

ritonavir para usar en el tratamiento o la prevencion de una infeccién por VIH o tratar o prevenir el SIDA, donde

ritonavir estd en una cantidad que es suficiente para reducir el metabolismo del compuesto a base de lisina de
férmula Il y donde la relacién (p/p) entre dicho compuesto a base de lisina y ritonavir es de 6:1 a 3:1.
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PL-461, mg/kg Relacién PL-461:RTV
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