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COLOMBIA

PODER

El {los) GILEAD SCIENCES, INC.

domiciliados en 333 Lakeside Drive, Faster

CALIFORNIA 94404, EE.UU.

City,

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A. ylo
MARGARITA CASTELLANOS A. abogadas con oficinas en la
Calle 94A No. 7A-08, Bogota-Colombia para

y para obtener la proteccién de mi (nuestra) propiedad
Industrial e intelectual y con este fin autorizamos a dichos
apoderados para que nos representen ante cualesquiera
auloridades ¢ personas de los ordenes administrativo,
contencioso —administrativo y judicial en tode lo relacionado
con los siguientes actos y gestiones:

a) Obtencion de patentes de invencién, modelas y dibujos
industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio,
colectivas o defensivas y de denominaciones de origen,
depésito de nombres y ensefias comerciales; su
renavacion, prérroga, inscripcion de traspaso y cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria y el registro de
licencias de uso de esos derechos;

b} Parala oblencién de registros sanitarios;
c) Parala obtencion de registros de derechos de autor.

c) Acciones de oposicién, observacion, cancelacion, nulidad,
medidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos que
promovamos 0 se nNos promuevan,

Pudiendo en tedos los actos y gestiones arriba mencionados

sustituir éste mandato entre los apoderados, transigir, desistir,

recibir, cancelar, renunciar, aceptar notificaciones y nombrar

apoderados judiciales y extra-judiciales. .

Finalmente, este poder ratifica la validez de todos los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado
los apoderados en relacion con las facultades anteriormente
enumeradas, anles de la suscripcién del presente poder

Dado y firmado hoy

en

por

CASTELLANGSK

ELLECTUAL PROPERTTY LAWY FIIM

POWER OF ATTORNEY
| == ey

| {we) the undersigned GILEAD SCIENCES, INC,

of 333 Lakeside Drive, Foster City, CALIFORNIA 94404,
U.S.A.

hereby grani(s) Power of Attorney lo XIMENA CASTELLANOS
A. and lor MARGARITA CASTELLANOS a. attorneys residing
at Calle 94A No. 7A-09, Bogoté- Colombia, to

and to obtain the protection of my (our} Intellectual Property, for
which purpose we authorize the said attorneys to represent us
before any authorities, or persons, specially those,
administrative, contentious and judicial, in all matters concerning
the following:

a}  Obtainment of patents, models and designs, registration of
trademarks, service, collective and defensive marks, and of
designations of origin; the deposit of frade names and
ensigns; ils renewal, extension, recordal of assignments,
change of name or domicile, voluntary cancellation, and the
registration of licenses of use of the above rights;

b) Forthe obtainment of Sanitary registrations;
c) Forthe obtainment of copyright registrations

Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement,

granting of licenses; and in general the civil, criminal and
adminisrative suils related 1o those rights; actions and suits
instituted by us or against us;
In all the above matters they may substitute this power of
attorney within the appointed attorneys, compromise, cancel,
receive, withdraw, renounce, accept nolifications and appoint
altorneys in fact in or out of court.

Finally, this power of attorney ratifies the validily of all acts and
applications made by the representatives in the name of the
signatory of this power of altorney, with regard to lhe facullies
above given, before the execution of the present power of
atlorney.

Given and signed this 5* day of February 2014

in Foster City, Ca[ifornig,b

by Brandon S. Boss
Associate General
Gilead Sciences,

oupsel, ihtelleclual Property

(0

CALLE 94 ANo.7 A -09/P.0. BOX 6349
PHONE (57 1) 756 07 70/ FAX (57 1) 755 01 58
BOGOTA D.C. COLOMBIA
Info@castellanosyco.co




METODOS PARA PREPARAR ANALOGOS NUCLEOTIDICOS ANTIVIRALES

Referencia cruzada a Solicitud Relacionada
Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisoria de Patente
5 de Estados Unidos No. 61/544.950, presentada el 7 de octubre, 2011, cuyo contenido se

incorpora a la presente como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Descripcidn de la Técnica Relacionada
10 Las Patentes de Estados Unidos Nos. 7.390.791 y 7.803.788 (el contenido de cada
una de ellas se incorpora a modo de referencia a la presente en su totalidad) describen

ciertos profarmacos de analogos nucleotidicos de fosfonato que son utiles en terapia. Un

profarmaco de ese lipo es 9—{(R)—-2-[((S)H[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil metoxilpropil}adenina (compuesto 16):
NH,

15 16

Este compuesto es también conocido por el nombre  del

Chemical Abstract L-alanina, N-[(S)—-[[(1R)—-2—(6—amino-9H-purin-9—il)—1—

metiletoxilmetillfenoxifosfinil|-1-metiletil éster. Las Patentes de Estados Unidos Nos,

20 7.390.791 y 7.803.788 también describen una forma de monofumarato de este compuesto
y su método de preparacion (ver, por gj., Ejemplo 4).

El compuesto 12, el compuesto 13 (donde X es halo), y el compuesto 15:

NH, NH, . NH,
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son compuestos intermedios sintéticos que son Utiles para preparar el compuesto
16. El compuesto 15 es ilustrado como una mezcla de
diasteredmeros en el centro de foésforo. Los dos diastereémeros que forman la mezcla de
compuesto 15 son mostrados aqui como compuestos 15ay 15b. Elisdmero 15a es idéntico

en estructura al compuesto 16.

L =N < \ NJ%}N {\>
k N7 TN / Cr)xn-t lN/ N> 'LJ "
\ j( < \\/o_h/ NH J‘;\ 4

15a 15b

Actualmente, existe la necesidad de métodos mejorados para preparar los
compuestos 12, 13, 15, y 16. En particular, existe la necesidad de métodos mejorados para
preparar los compuestos 13, 15, y 16 con pureza diastereomérica elevada. Dichos métodos
mejorados pueden proporcionar rendimientos mas elevados, pueden ser mas faciles de
llevar a cabo, o pueden utilizar reactivos menos costosos 0 menos toxicos que los métodos

actualmente disponibles.

SINTESIS DE LA INVENCION

Se describe un método mejorado para aislar  9—{(R)-2—[((S){[(S)-1—
(isopropoxicarbonil)etillaminc}fenoxifosfinil) metoxi]propil}adenina (compuesto 16)
utilizando resolucion dinamica inducida por cristalizacion; métodos mejorados para preparar
los compuestos 13 y 15 con pureza diastereomérica elevada; y un método mejorado para
preparar el compuesta 12,

Por consiguiente, en una realizacion, se proporciona un método que comprende

someter a una solucién que comprende: a) un solvente adecuado; b) una base adecuada;

c) la mezcla diastereomérica 9—{(R)-2-[((R,S)H[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil)metoxilpropil}adenina; y, opcionalmente, d) uno
0 mas cristales semilla de 9—{(R)-2-[((S)H{[(S)-1—

(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinijmetoxilpropiljadenina, a condiciones que
proporcionan la cristalizacion selectiva de 9-{(R)—2-[((S)H[(S)-1-

(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinilymetoxi]propilladenina.




En otra realizacion, se proporciona un método para preparar el compuesto 13 el cual
es por lo menos aproximadamente 90% diastereoméricamente puro mediante el tratamiento

de una solucién de tolueno de compuesto 12:

NH,
N 74
“f‘iv o )
NT N R-0
\H{,OH/ OH
5 12

con cloruro de tionilo para proporcionar el compuesto 13, donde X = Cl.
En otra realizacion, se proporciona un método para preparar 9—{(R)-2-[((R,S)—
{[(S)-1-(isopropoxicarbonil)etillamino}enoxifosfinilmetoxi]propiljadenina (compuesto 15)
10 que es el compuesto por lo menos aproximadamente 90% diastereoméricamente puro 186,

que comprende tratar el compuesto 13:

15 (donde X es halo) que es por lo menos aproximadamente 90% diastereoméricamente
puro con la amina 11:

sz"\,o(o\(
11

bajo condiciones que proporcionan el compuesto 15 que es el compuesto por lo
20 menos aproximadamente 90% diastereoméricamente puro 16 (es decir, isémero 15a).

En otra realizacion, se proporciona un método para preparar el compuesto 12:




4
NH,
~ N
PN
v o)
OH
12
que comprende tratar PMPA;
NH,

A
N SO
\\/ |

/ OH
PMPA &
5
con trifenilfosfito en presencia de una base adecuada para proporcionar el
compuesto] 12.
Se proporcionan ademas procesos novedosos y compuestos intermedios descritos
en esta invencion.
10
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Los valores especificos enlistados mas abajo para los radicales, sustituyentes y
rangos, son para ilustracion solamente; los mismos no excluyen otros valores definidos u
otros valores dentro de los rangos definidos para los radicales y sustituyentes.
15 La preparacion del Compuesto 16 mediante Resolucion Dindmica inducida por
Cristalizacion
En una realizacion, se proporciona un método para la resolucién dinamica inducida
por cristalizacién de 9—-{(R)-2-[((R,S)—{[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil)metoxi]propilladenina (compuesto 15):
20
i Resolucidn NH: .
k i N) ? _OPHh ldrr;ar:ca i |\ s > S .oPh
\\/O‘J Wu _/(cnrisl-:gllizaaiioérn \\JO\/ \N}‘-”{ ,&
ST 16

(mezcla de diasteredmeros)
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para proporcionar 9—{(R)—2—[((S)—{[(S)—1—(isopropoxicarbonil)etil]-
amino}fenoxifosfinil)metoxilpropiltadenina (compuesto 16). El método comprende someter
una solucion que comprende: a) un solvente adecuado; b) una base adecuada; c) 9—{(R)-
2-[((R,S){[(S)-1 —(isopropoxicarbonil)etillamino}-fenoxifosfinil)metoxilpropil}adenina; Y,
opcionalmente, d) uno o mas cristales semilla de 9 (R)-2-[((S)H[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil)-metoxilpropiljadenina, a condiciones que
proporcionan la epimerizacion del centro de fésforo, bajo condiciones que también
proporcionan cristalizacion selectiva de 9—{(R)—-2-[((S)—{[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}enoxifosfinil)metoxipropil}-adenina.

La cristalizacion puede llevarse a cabo en cualquier solvente adecuado. Por
ejemplo, puede llevarse a cabo en un solvente organico aprotico, o en una mezcla del
mismo. Por ejemplo, el solvente organico aprético puede comprender acetato de etilo,
acetato de metilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, dietil éter, diisopropil éter,
tetrahidrofurano, diclorometano, acetona, metil etil cetona, metil terc-butiléter, tolueno, o
acetonitrilo, 0 una mezcla de los mismos. En una realizacion, el solvente comprende
acetonitrilo.

La resolucion puede llevarse a cabo en presencia de cualquier base adecuada. Por
ejemplo, la resolucion puede llevarse a cabo en presencia de una base seleccionada entre
1,5—diazobiciclo[4.3.0]non-5-eno (DBN), 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU), 7—
metil-1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec—-5-eno (MTBD), tetrametilguanidina, una base Verkade
(por ej., 2,8,9-triisopropil-2,5,8,9-tetraaza—1—fosfabiciclo[3.3.3Jundecano, y 2,8,9-
triisobutil-2,5,8,9-tetraaza~1-fosfabiciclo[3.3.3Jundecano), un carbonato de metal (por gj.,
MxCQs), un fendxido de metal (M' ~OPh), y PAROTMS en combinacion con una fuente de
ion fluoruro (por ej., RsN* “F, TASF (difluortrimetilsilicato de tris(dimetilamino)sulfonio), o
TBAT ftrifenildifluorsilicato de tetrabutilamonio), y sus mezclas, donde cada M es un metal
adecuado tal como un metal alcalino o un metal alcalinotérreo, y cada R es, por ejemplo,
un alquilo (C1—Cs). En una realizacién especifica, la base es DBU.

La resolucion también puede llevarse a cabo a cualquier temperatura adecuada, por
ejemplo, una temperatura en el rango entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente
50 °C. En una realizacion especifica, la resolucion se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20 °C.

En una realizacién especifica, la resolucién se lleva a cabo en presencia de fenol.

El porcentaje de compuesto 16 en la mezcla diastereomérica de partida puede ser

cualquiera dentro del rango entre aproximadamente 0% y aproximadamente 99%. En una
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realizacion de la invencion, el porcentaje de compuesto 16 en la mezcla diastereomérica de
partida esta dentro del rango entre aproximadamente 0% y aproximadamente 20%. En una
realizacion, el porcentaje de compuesto 16 en la mezcla diastereomérica de partida esta
dentro del rango entre aproximadamente 20% y aproximadamente 99%. En una
realizacion, el porcentaje de compuesto 16 en la mezcla diastereomérica de partida esta
dentro del rango entre aproximadamente 50% y aproximadamente 99%. En una

realizacion, el compuesto final 16 es por lo menos aproximadamente 90%,

aproximadamente  95%, aproximadamente 97%, o aproximadamente 99%
diastereoméricamente puro. En una realizacién, el compuesto final 16 contiene menos del
1% de cualquier impureza diastereomérica. En una realizacion, el compuesto final 16 esta
libre de cualquier impureza diastereomérica detectable.

Preparacion de Compuesto 13 que tiene Pureza Diastereomérica Elevada

NH, NH,
NN & NN 4
J S O N | S 0 \_
LAy G == LLy & /=
0~/ 0~%
" oH Maet™ x
12 - : 13

El compuesto 13 (donde X es halo) que es por lo menos aproximadamente 90%
diastereomeéricamente puro se puede preparar mediante tratamiento del compuesto 12 con
un agente halogenante adecuado. Por ejemplo, el compuesto 13 se puede preparar
mediante tratamiento del compuesto 12 con un agente halogenante tal como, por ejemplo,
cloruro de tionilo (SOCIy), cloruro de oxalilo (C202Cly), tricloruro de fosforo (PCly), una sal
de clorotrifenilfosforano, bromuro de tionilo (SOBrz), bromuro de oxalilo (C20:Bry),
tribromuro de fosforo (PBrs), o una sal de bromotrifenilfosforano. La reaccion puede llevarse
a cabo en un solvente organico adecuado a una temperatura adecuada (por ej., una
temperatura en el rango entre aproximadamente —20 °C y aproximadamente 100 °C). Los
solventes adecuados incluyen tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano, diclorometano,
acetonitrilo, tolueno, clorobenceno, 1,2—dicloroetano, 1,4—-dioxano, sulfolano, y
tricloroetileno, y sus mezclas.

En una realizacién, el compuesto 12 es tratado con cloruro de tionilo en tolueno a
una temperatura entre aproximadamente 22 °C y aproximadamente 110 °C para

proporcionar el compuesto 13a:

[0
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NH,
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que es por lo menos aproximadamente 90% diastereoméricamente puro. En una
realizacion, el compuesto final

95%,

13a es por lo menos aproximadamente 90%,
97%, o 99%

diastereoméricamente puro. En una realizacién, el compuesto final 13a contiene menos de

aproximadamente aproximadamente aproximadamente
1% de cualquier impureza diastereomérica. En una realizacion, el compuesto final 13a esta
libre de cualquier impureza diastereomérica detectable.

Preparacion de compuesto 15 con Pureza Diastereomérica Elevada

NHp
N \/I: » %_oph
= L/O‘/ MN\H’;{ ,f
% DCM

= -78 a aproximadamente 25°C ;5

El compuesto 15 puede ser preparado tratando el compuesto 13 (donde X es halo)
que es por lo menos aproximadamente 90% diastereoméricamente puro con amina 11 bajo
condiciones que proporcionan el compuesto 15 que es por lo menos aproximadamente 90%
diastereomeéricamente puro en el isémero especifico 15a, también representado en esta
invencion como compuesto 16. Por ejemplo, el compuesto 15 puede ser preparado tratando
el compuesto 13 con amina 11 en un solvente organico adecuado a una temperatura
adecuada (por ej.,, una temperatura en el rango entre aproximadamente -78 °C y
aproximadamente 25 °C). Los solventes adecuados incluyen solventes organicos tales
como tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano,  diclorometano, 1,2-dicloroetano,
tricloroetileno, 1,4—dioxano, acetonitrilo, tolueno, clorobenceno, sulfolano, y acelato de
isopropilo, y sus mezclas. La reaccion puede llevarse a cabo, convenientemente, en

presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, trietlamina ((CaHs)aN), N,N—
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diisopropiletilamina ([(CH3)2CH]2.NC:Hs), o 1,8-bis(dimetilamino)-naftaleno (esponja de
protones, CiHigNo). Luego de la reaccion, el material resultante puede lavarse con una
solucion acuosa que contiene un reactivo de lavado adecuado, tal como, por ejemplo,
fosfato sodico monobasico (NaH.PQ.), bicarbonato potasico (KHCOs), acido citrico
(CeHgOy7), 0 bicarbonato sédico (NaHCQOs). La solucién organica resultante puede secarse
sobre un agente de secado adecuado, por ejemplo, sulfato sddico, sulfato de magnesio, o
cloruro de calcio para proporcionar el compuesto 15 que es el compuesto 16 por lo menos
aproximadamente 90% diastereoméricamente puro.

En una realizacién, el compuesto 13 que es por lo menos aproximadamente 90%
diastereoméricamente puro (donde X es cloro) es tratado con la amina 11 en diclorometano
a una temperatura de —25 °C a 25 °C en presencia de trietilamina. Luego, la mezcla de
reaccion resultante se lava con una solucién acuosa que contiene fosfato sodico
monobasico (NaH:PQ.) y bicarbonato de potasio (KHCQs) v se seca sobre sulfato sodico
para proporcionar el compuesto 15 que es el compuesto 16 por lo menos aproximadamente
90% diastereoméricamente puro. En una realizacién, el compuesto de partida 13 y el
compuesto resultante 15 son por lo menos aproximadamente 95% o 97%
diastereoméricamente puro. En una realizacion, el compuesto final 16 contiene e
compuesto 16 por lo menos aproximadamente 80%, aproximadamente 95%,
aproximadamente 97%, o aproximadamente 99% diastereoméricamente puro. En una
realizacion, el compuesto final 15 contiene menos del 1% de cualquier impureza
diastereomérica.

Preparacién de compuesto 12

El compuesto 12 puede ser preparado segun lo descrito en, por gj., la Patente de
Estados Unidos No. 7.390.791, 0 se puede preparar segln lo descrito en esta invencion.
En una realizacién, se proporciona un método para preparar el compuesto 12 que
comprende tratar PMPA con trifenilfosfito en presencia de una base adecuada para
proporcionar el compuesto 12. Convenientemente, la reaccién se puede llevar a cabo en
un solvente adecuado, tal como, por ejemplo, acetonitrilo, N-metilpirrolidona (NMP),
dicloroetano, piridina, un acetato de alquilo (por €j., acetato de etilo), o un dialquil éter (por
ej., dietil éter), o una mezcla de los mismos. La reaccién también puede llevarse a cabo,
convenientemente, en presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, una
trialquilamina (por ej., trietilamina), 2-metilimidazol, dimetilaminopiridina (DMAP), 1,5-
diazobiciclo[4.3.0]non-5-eno (DBN), 1,8—-diazabiciclo[5.4.0Jundec—7—eno (DBU}), o piridina,

0 una mezcla de los mismos. La reaccidn también puede llevarse a cabo,
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convenientemente, a una temperatura adecuada, tal como, por ejemplo, una temperatura
entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 120 °C (por gj., entre aproximadamente
20 °C y aproximadamente 82 °C). En una realizacién especifica, PMPA se trata con
trifenilfosfito en presencia de trietlamina y dimetilaminopiridina en acetonitrilo  a
aproximadamente 80 °C para proporcionar el compuesto 12.

Lo que sigue son Ejemplos ilustrativos no limitativos.

Ejemplo 1: Preparaciéon de Mezcla Diastereomérica 9—{(R)—2—[((R,S)~{[(S)-1-

(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil) metoxi]propil}adenina (Compuesto 15)

1. KHCO;

’ o 2 Filtracidn o)
HCI » HoN” Y 3 Tamices moleculares | HyN™ \I/
0

- Q
DCM, ta hasta -20°C
10 11

NH, NH,
¥ /
~ N 4 ) LN
u\ N ) o == GI===g) l g i e ==/
N wad i _ - N L
L-/0 OH CH,CN L__/D cl
E: 60 hasta 70°C 5
12 13a
liH;?N /‘\”/OY } NH, Q
1 2 N™ = N\ 0
l > > '1_;,0
1 NN o e
DCM \_‘x \,J{ J
-25°C hastat.a 15 Y P07

a. Preparacion de compuesto 11. Se agitaron el clorhidrato de éster de Isopropil
L-alanina (compuesto 10) (1 kg, 5,97 mol, 1,0 equiv) y bicarbonato potasico (1,45 kg,
14,5 mol, 2,43 equiv) en DCM (4 kg) durante 10 a 14 horas con agitacidn maxima,
manteniendo la temperatura del recipiente entre 19 °C y 25°C. Luego, la mezcla se filtrd y
se enjuagd con DCM (2 kg). El liquido filtrado se secd sobre un lecho de tamices
moleculares 4 A hasta que el contenido de agua de la solucion era < 0,05%. La solucién
inicial resultante que contenia el compuesto 11 luego se enfrid hasta una temperatura del

recipiente de —20 °C y se mantuvo para posterior uso.
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b. Preparaciéon de compuesto 13a. A una solucion de cloruro de tionilo (0,72 kg,
6,02 mol, 2,19 equiv) en acetonitrilo (5,5 kg) a 60 °C se le agrego el compuesto 12 (1 kg,
2,75 mol, 1,00 equiv) en 10 porciones iguales durante 2 horas. Luego, la temperatura del
recipiente se ajusto hasta 70 °C y se agité durante 1 a 3 horas hasta que se considerd que
la reaccion se habia completado. Luego, la temperatura del recipiente se ajustd hasta 40 °C
y se aplico vacio. La mezcla se destilé hasta sequedad, manteniendo una temperatura
méaxima de camisa de 40 °C. A continuacién, el residuo seco se absorbié en diclorometano
(30 kg) y la temperatura del recipiente se ajustd hasta 19 °C hasta 25 °C. La suspension
resultante que contenia el compuesto 13a se mantuvo para posterior uso.

c. Preparacion de compuesto 15. A la solucion inicial de éster de isopropil L—
alanina 11 (4,82 equiv) a =25 °C se le agregé suspension que contiene el compuesto 13a
(1,0 equiv) durante un minimo de 2 horas, manteniendo la temperatura del recipiente = —
10 °C. A continuacion, la mezcla se mantuvo a una temperatura < —10 °C durante por lo
menos 30 minutos, luego se control6 el pH utilizando papel de pH humedecido con agua.
Siel pH era < 4, se realizaba el ajuste con trietilamina hasta pH 4-7. Luego, la temperatura
del recipiente se ajusté hasta temperatura ambiente (19 °C a 25 °C). En un recipiente
separado, se preparé una solucién de fosfato sédico monobasico (2,2 kg, 18 mol,
6,90 equiv) en agua (16 kg). Se cargd la mitad de la solucién monobasica de fosfato sédico
al reactor de fosfonamidato, y se agité vigorosamente. Las capas se asentaron y
particionaron. La capa organica se lavo nuevamente con la mitad remanente de solucién
monobasica de fosfato sédico. En un recipiente separado, se preparé una solucion de
bicarbonato potasico (1,1 kg, 11 mol, 4,22 equiv) en agua (5,5 kg). Se cargé la mitad de la
solucién de bicarbonato potasico a la fase organica y se agité con vigor. Las capas se
asentaron y repartieron. La capa organica se lavé nuevamente con la mitad remanente de
la solucion de bicarbonato potasico, seguido por un lavado de agua final (3,3 kg). A
continuacion, la fase organica fue retenida y destilada hasta un volumen de
aproximadamente 6 L. La solucion resultante se analizd para determinar el contenido de
agua. Si el contenido de agua era > 1,0%, DCM podria cargarse y repetirse la destilacién
hasta aproximadamente 6 L. Cuando el contenido de agua de la solucién era inferior a o
aproximadamente 1,0%, la temperatura del recipiente se ajusté hasta 19 °C hasta 25 °C
con anterioridad a la descarga de la solucién inicial en DCM para proporcionar la mezcla
diastereomérica 9—-{(R)-2-[((R,S)H{[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil)metoxilpropil}adenina (compuesto 15). 'H RMN

(400 MHz, CDCls): & 1,20 — 1,33 (m, 12H), 3,62 — 3,74 (m, 1H), 3,86 — 4,22 (m, 5H), 4,30 —
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4,44 (m, 1H), 4,83 - 5,10 (m, 1H), 6,02 (br s, 3H), 7,18 — 7,34 (m, 5H), 7,98 — 8,02 (m, 1H),
8,32 — 8,36 (m, 1H); *'P RMN (162 MHz, CDCly): 8, 21,5, 22.9.

Ejemplo 2: Resolucién Dinamica inducida por Cristalizacion de Mezcla
Diastereomérica 9—~{(R)—2-[((R,S){[(S)—1-(isopropoxicarbonil)etillamino}-
fenoxifosfinil)metoxilpropilladenina (Compuesto 15) para proporcionar 9—{(R)—2—[((S)—

{[(S)-1-(isopropoxicarbonil)etilJamino}fenoxifosfinil)metoxi]propil}adenina (Compuesto 16)

N @ DBU, fenal NH; 7\

“\Nx N\> ﬁ”{rim o  Acetonitrilo, 20°C I N\> g,..() &
0 N TNH
\“‘/ ?/f{o"( L\(O-J \J\O,{
12 F 16
(mezcla de diasteredmeros)
Una solucién de 22 %p de 9—{(R)-2-[((R,S){[(S)-1-

(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil)metoxilpropil}adenina  (compuesto 15) en
acetonitrilo (solucién de 2,3 kg, 0,51 kg compuesto 15, 1,1 mol, 1 equiv) fue cargada a un
recipiente equipado con un agitador superior, aparato de destilacion y entrada de nitrégeno.
La mezcla se concentré por destilacion a 100 hasta 300 mbar en un rango de temperatura
de 45 °C a 55 °C hasta una concentracion final de 30 a 35% p. Luego, se retird el aparato
de destilacion y la solucion se enfrié hasta 20 °C. La solucion se sembrd con 2,0% de
compuesto 16 y se dejo agitar durante una hora a 20 °C. Se agregaron fenol (9,9 g,
0,11 mol, 0,1 equiv) y DBU (16 g, 0,11 mol, 0,1 equiv) y la mezcla se agité durante 24 horas
adicionales, o hasta que el porcentaje en peso del compuesto 16 que queda en solucion
era menos del 12%. Luego, la suspension se enfri6 hasta 0 °C y se agil6 durante 18 horas
adicionales a 0 °C. La suspension se filtré y se lavo con una solucién 1:1 de acetato de
isopropilo: acetonitrilo (1,5 L) a 0 °C. Los sélidos se secaron en un horno de vacio a 50 °C
para dar 0,40 kg de compuesto 16 (80% de rendimiento) como un sélido blanco. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 1,21 (m, 9H), 1,28 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 3,65 (dd, J= 13,1, 10,7, 1H) 4,00
(m, 4H), 4,33 (dd, J= 14,4, 3,1 Hz, 1H), 5,00 (m, 1H) 6,00 (bs, 2H), 6,99 (m, 2H), 7,07 (m,
TH), 7,19 (m, 2H), 7,97 (s, 1H), 8,33 (s, 1H). 3'P RMN (162 MHz, CDCls): 5. 20,8.

Ejemplo 3: Preparacion de compuesto 13a con Pureza Diastereomérica Elevada

A una suspension de compuesto 12 (10,0 g, 27,5 mmol, 1,00 equiv) en tolueno

(60 mL) a temperatura ambiente se agregd cloruro de tionilo (3,0 mL, 41 mmol, 1,5 equiv).
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La suspension se calent6 hasta 70 °C y se agitd durante 48 a 96 horas hasta que la reaccidn
y el enriquecimiento diastereomérico se consideraron completos por HPLC
(Objetivo: > 97.0% conversidn de compuesto 12 en compuesto 13a y relacion
diastereomérica > 90:10 de compuesto 13a). La mezcla se concentrd hasta sequedad por
destilacion al vacio, y el residuo seco se absorbi6 en tolueno (50 mL). La suspension
resultante que contiene el compuesto 13a se mantuvo a temperatura ambiente para el uso
posterior.

Ejemplo 4; Preparacion de 9+ (R)-2-[((R,S){[(S)-1—
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil) metoxilpropiljadenina  (Compuesto  15) con
Pureza Diastereomérica Elevada

A una solucion de isopropil L-alanina éster 11 (4,50 equiv) en DCM (80 mL) a —
25 °C se le agrego una suspension que contiene el compuesto 13a (1,00 equiv) que es por
lo menos 90% diastereoméricamente puro en tolueno (50 mL) durante un minimo de
45 minutos, manteniendo la temperatura interna < =20 °C. Luego, la mezcla se mantuvo a
una temperatura = —20 °C durante por lo menos 30 minutos, y se controlé el pH utilizando
papel de pH humedecido con agua. Si el pH era < 4, el mismo se ajusté con trietilamina
hasla pH 4 hasta 7. La temperatura del recipiente se ajusté hasta temperatura ambiente
(19 °C a 25 °C). La mezcla fue transferida a un embudo separador y se lavd
consecutivamente con solucion acuosa al 10% p/v de fosfato sodico monobasico
(2 x 50 mL}, solucion acuosa al 15% p/v de bicarbonato potasico (2 x 20 mL), vy
agua (50 mL). La capa organica final se secd sobre sulfato sddico anhidro, se filtrd, y
concentrd in vacuo hasta obtener un aceite color ambar viscoso. El aceite se disolvié en
tolueno/acetonitrilo (4:1) (50 mL), y la solucidn se sembré con 9—{(R)-2-[((R,S)—~{[(S)-1-
(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil) metoxilpropil}adenina (aproximadamente 1 mg,
relacion diastereomérica 99:1) y se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente. La
suspension resultante se filtrd y |a torta de filtro se lavé con tolueno/acetonitrilo (4:1) (15mL)
y se seco en un horno de vacio a 40 °C durante 16 horas para dar el producto, 9—{(R)—2—
[{(R.S)H[(S)-1-(isopropoxicarbonil)etillamino}fenoxifosfinil metoxilpropiljadenina
(compuesto 15), como un sdlido blanco (10,0 g, 76,4%, 97,5:2,5 relacion diastereomérica
en favor de compuesto 16). 'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 1,20 — 1,33 (m, 12H), 3,62 — 3,74
(m, 1H), 3,86 — 4,22 (m, 5H), 4,30 — 4,44 (m, 1H), 4,83 = 5,10 (m, 1H), 6,02 (br s, 3H), 7,18
— 7,34 (m, 5H), 7,98 - 8,02 (m, 1H), 8,32 — 8,36 (m, 1H); *'P NMR (162 MHz, CDCls): &,
215,229

13
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Ejemplo 5: Preparacion de compuesto 12

Se cargé PMPA (100,0 g, 0,35 mol, 1 equiv) a un recipiente equipado con un
agitador superior, condensador de reflujo, y entrada de nitrégeno, sequido por acetonitrilo
(800 mL). Al recipiente se le agregd trietilamina (71,0 g, 0,70 mol, 2 equiv) seguido por
DMAP (42,6 g, 0,35 mol, 1 equiv) y trifenilfosfito (162,1 g, 0,52 mol, 1,5 equiv). La mezcla
se calenté hasta 80 °C y se agit¢ durante > 48 horas a 80 °C o hasta completarse la reaccion
por *'P RMN. (Se toma una muestra directamente de la reaccion y se agrega un inserto que
contiene 10% H3PO: en D20. El compuesto intermedio formado es el anhidrido de PMPA y
esta a 7 hasta 8 ppm); el producto esta a 12,3 hasta 12,6 ppm. La reaccién es considerada
completa cuando hay menos del 5% de anhidrido). La mezcla de reaccion se destilé hasta
aproximadamente 1,5 volimenes de acetonitrilo y se diluyé con acetato de etilo (200 mL) y
agua (300 mL). La capa acuosa se separd y se lavd con acetato de etilo (200 mL) dos
veces. La capa acuosa se recargé en el recipiente y se pH se ajusté hasta pH 3 usando HCI
12.1 M (21,0 mL). Luego, la reaccién se sembré con 0,05% de compuesto 12 y se dejo
agitando a 25 °C. Se agregd HCI 12.1 M adicional en el transcurso de 20 minutos (7,0 mL)
hasta que se logro un pH 2. La cristalizacion se dejé agitar a temperatura ambiente durante
30 minutos y luego se enfrié hasta 10 °C durante 2 horas. Una vez a 10 °C, la cristalizacion
se dejo agitar durante 2,5 horas a 10 °C. La suspensién se filtré y se lavé con pH 1,5 de
agua (200 g). Luego del secado en el horno de vacio, se obtuvo 102,2 g de compuesto 12
(81% de rendimiento) como un sdlido blanco. 'H RMN (400 MHz, D-0): & 1,31 (d, J= 6,1
Hz, 3H), 3,59 (dd, J = 14,0, 9,0 Hz, 1H), 3,85 (dd, J= 14,0, 9,0 Hz, 1H), 4,1 (m, 1H), 4,3 (dd,
J=15,0,9,0 Hz, 1H), 4,5 (dd, J= 15,0, 2 Hz, 1H), 6,75 (d, J= 7 Hz, 2H), 7,15 (t, J= 7 Hz, 1H),
7,25 (t, J= 7 Hz, 2H), 8,26 (s, 1H), 8,35 (s, 1H). *'P RMN (162 MHz, D,O): 5. 14,8.

Todas las publicaciones, patentes y documentos de patente quedan incorporados a
la presente a modo de referencia, como si se incorporaran en forma individual por
referencia. La invencion ha sido descrita con referencia a diversas realizaciones y técnicas
especificas y preferidas. Sin embargo, deberia entenderse que pueden efectuarse muchas
variaciones y modificaciones permaneciendo al mismo tiempo dentro del espiritu y alcance

de la invencion.
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REIVINDICACIONES SOLICITUD DIVISIONAL 2
DEL EXPENDIENTE 14 093468
RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO OFICIO 4579

5 1. Un método para preparar el compuesto 15:
NH,
1 N\ O
R O
N N

Que es al menos 90% diastereoméricamente puro compuesto 16:

NH,
NTX—N
> ' \OPh
N o N
\__ {
E g O
10 16

Que comprende tratar el compuesto 13a:

NH.
N XN

lxsj:‘“ 2 S::>
l‘w" N> R0

L\‘/D‘J Cl

13a
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Que es por lo menos 90% diastereoméricamente puro en tolueno, con amina 11:

0O
H,N \]/
O
11

en diclorometano a una temperatura de 19 °C a 25 °C, para proporcionar un compuesto 15
que es por lo menos 90% diastereoméricamente puro, compuesto 16.

2; El método de la reivindicacion 1, donde el compuesto 13a es tratado con amina 11
en la presencia de trietilamina.

3. El metodo de la reivindicacién 1, que ademas comprende preparar el compueslo

13a que es por lo menos 90% diastereoméricamente puro por tratar el compuesto 12;

NH,
N
oy
N~ N e
\\_/O““/ OH
12

Con cloruro de tionilo en tolueno a temperatura ambiente y calentar la reaccién a 70 °C por
48 a 96 horas hasla que el enriquecimiento diastereomérico del compuesto 13a a por lo
menos 90% diastereoméricamente puro estd completo.

4, Un metodo para preparar el compuesto 12:




16

OH

12

Que comprende tratar PMPA:
NH,

N

NN o
I*“N N o P-OH

OH

PMPA

Con trifenilfosfito en la presencia de trietilamina y dimetilaminopiridina en acetonitrilo para
proporcionar el compuesto 12.
5 El método de la reivindicacion 4, donde se trata PMPA con trifenilfosfito en
acetonitrilo a una temperatura de 80 °C por 248 horas.

10
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RESUMEN

Metodos para aislar  9—{(R)-2-[((S)—{[(S)-1~(isopropoxicarbonil)etiljamino}-
fenoxifosfinil)metoxilpropilladenina (compuesto 16):

NH,
NN
. N\> ﬁ,.\oph 5
N ~NH
\-____{’OH“/ \/’140’&
16 :

un metodo para preparar, con pureza diastereomérica elevada, los compuestos
intermedios 13 y 15:

NH, ha Q
N
NN N™™S N 0
AN / o
N

0 l e
LA P N7 TN ™ NH
N o_R0 O~ =y
e X g
13 2 15

y un método para preparar el compuesto intermedio 12:
NH,

AN

“mﬁv 2 &

N N O
S

12

9{(R)-2-[((S)[(S)-1-(isopropoxicarbonil)etilJamino}fenoxifosfinil)metoxil-
propilladenina tiene propiedades antivirales.




