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SAL HEMI-SULFATO DE NUCLEOTIDO

PARA EL TRATAMIENTO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

REFERENCIA RECIPROCA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales de EE. UU. Nos.
62/453,437 presentado el 1 de Febrero de 2017; 62/469,912 presentado el 10 de Marzo de 2017,
62/488,366 presentado el 21 de Abril del 2017; y, 62/575,248 presentado el 20 de Octubre de

2017. La totalidad de estas aplicaciones se incorporan como referencia.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invenciéon es la sal de hemisulfato de un compuesto nucleotidico
seleccionado que tiene propiedades terapéuticas inesperadas para tratar un huésped infectado con

hepatitis C, asi como composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion del mismo.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

La hepatitis C (VHC) es un virus monocatenario de ARN y miembro del género
Hepacivirus. Se estima que el 75% de todos los casos de enfermedad hepatica son causados por
VHC. La infeccion por VHC puede provocar cirrosis y cancer hepatico, y si se deja progresar,
una insuficiencia hepatica puede requerir un trasplante de higado. Aproximadamente 71 millones
de personas en el mundo viven con infecciones cronicas por VHC y aproximadamente 399,000
personas mueren cada afio por VHC, principalmente por cirrosis y carcinoma hepatocelular.

La ARN polimerasa es un objetivo clave para el desarrollo de farmacos contra los virus
monocatenarios de ARN. La ARN polimerasa dependiente de ARN NS5B de proteina no
estructural del VHC es una enzima clave responsable de iniciar y catalizar la sintesis de ARN
viral. Existen dos subclases principales de inhibidores de NS5B: andlogos de nucledsidos e
inhibidores no nucledsidos (INNs). Los analogos de nucledsidos se anabolizan a trifosfatos
activos que act@lan como sustratos alternativos para la polimerasa y los inhibidores no
nucleosidicos (NNI) se unen a regiones alostéricas de la proteina. Los inhibidores de nucle6sidos

o nucleodtidos imitan los sustratos de la polimerasa natural y actlian como terminadores de



cadena. Inhiben el inicio de la transcripcion de ARN y el alargamiento de una cadena de ARN
naciente.
Ademas de dirigirse a la ARN polimerasa, otras proteinas virales de ARN también
pueden dirigirse en terapias combinadas. Por ejemplo, las proteinas del VHC que son objetivos
5 adicionales para los enfoques terapéuticos son NS3/4A (una serina proteasa) y NS5A (una
proteina no estructural que es un componente esencial de la replicasa del VHC y ejerce un rango
de efectos en las vias celulares).
En Diciembre de 2013, se aprobd el primer inhibidor de la polimerasa nucleésido NS5B
sofosbuvir (Sovaldi®, Gilead Sciences). Sovaldi® es un profarmaco de fosforamidato de uridina que es
10  captado por los hepatocitos y que se somete a una activacion intracelular para producir el metabolito
activo, 2'-deoxi-2'-a-fluoro-B-C-metiluridina-5'-trifosfato.
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Sovaldi® es el primer farmaco que ha demostrado seguridad y eficacia para tratar ciertos tipos de
infeccion por VHC sin la necesidad de la administracion conjunta de interferon. Sovaldi® es el tercer

20  farmaco con una designacion de terapia avanzada que recibe la aprobacion de la FDA.
En 2014, la FDA de EE. UU. aprob6 Harvoni® (ledispasvir, un inhibidor de NS5A y sofosbuvir)

para tratar la infeccion cronica por el virus de la hepatitis C Genotipo 1. Harvoni® es la primera pildora
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combinada aprobada para tratar la infeccion cronica por el VHC genotipo 1. También es el primer
régimen aprobado que no requiere administracion con interferon o ribavirina. Ademas, la FDA
aprobd simeprevir (OlysiocTM) en combinacion con sofosbuvir (Sovaldi®) como un tratamiento de una
vez al dia, totalmente oral, sin ribavirina e interferén para adultos con infeccion por VHC Genotipo 1.

La FDA de los EE. UU. también aprobé VIEKIRA Pak™ de AbbVie en 2014, un paquete de
multiples pildoras que contiene dasabuvir (un inhibidor de la polimerasa NS5B no nucleosidico),
ombitasvir (un inhibidor de NS5A), paritaprevir (un inhibidor de NS3/4A) y ritonavir. VIEKIRA Pak™
se puede usar con o sin ribavirina para tratar pacientes infectados con VHC genotipo 1, incluyendo
pacientes con cirrosis compensada. VIEKIRA Pak™ no requiere terapia conjunta con interferon.

En julio de 2015, la FDA de EE. UU. aprob6 Technivie™ y Daklinza™ para el tratamiento del
VHC genotipo 4 y el VHC genotipo 3, respectivamente. Technivie™ (Ombitasvir/paritaprevir/ritonavir)
fue aprobado para su uso en combinacion con ribavirina para el tratamiento del VHC genotipo 4 en
pacientes sin cicatrizacion y cirrosis y es la primera opcion para pacientes infectados con el VHC-4 que
no requieren la administracion conjunta de interferon. Daklinza™ fue aprobado para su uso con
Sovaldi® para tratar infecciones por el VHC genotipo 3. Daklinza™ es el primer firmaco que ha
demostrado seguridad y eficacia en el tratamiento del VHC Genotipo 3 sin la necesidad de administracion
conjunta de interferon o ribavirina.

En octubre de 2015, la FDA de EE. UU. advirti6 que los tratamientos contra el VHC
Viekira Pak y Technivie pueden causar lesiones hepaticas graves principalmente en pacientes
con enfermedad hepdatica avanzada subyacente y exigid que se agregue informacion adicional
sobre la seguridad a la etiqueta.

Otras terapias aprobadas actualmente para el VHC incluyen interferon alfa-2b o interferon
pegilado alfa-2b (Pegintron®), que pueden administrarse con ribavirina (Rebetol®), NS3/4A telaprevir
(Incivek®, Vertex y Johnson & Johnson), boceprevir ( VictrelisTM, Merck), simeprevir (OlysioTM,
Johnson & Johnson), paritaprevir (AbbVie), Ombitasvir (AbbVie), NNI Dasabuvir (ABT-333) y Merck's
ZepatierTM (una combinacion de una sola tableta de los dos farmacos grazoprevir y elbasvir).

Actualmente se estan desarrollando inhibidores adicionales de la polimerasa NS5B.
Merck esta desarrollando el profairmaco de nucledtidos de uridina MK-3682 (anteriormente
Idenix IDX21437) y el farmaco se encuentra actualmente en ensayos de combinacion de Fase II.

Las patentes de los Estados Unidos y las solicitudes WO que describen inhibidores de la
nucleosido polimerasa para el tratamiento de Flaviviridae, incluido el VHC, incluyen los
presentados por Idenix Pharmaceuticals (6,812,219; 6,914,054; 7,105,493; 7,138,376; 7,148,206;
7,157,441; 7,163,929; 7,169,766; 7,192,936; 7,365,057; 7,384,924; 7,456,155; 7,547,704;
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7,582,618; 7,608,597, 7,608,600; 7,625,875; 7,635,689; 7,662,798; 7,824,851; 7,902,202;
7,932,240; 7,951,789; 8,193,372; 8,299,038; 8,343,937; 8,362,068; 8,507,460; 8,637,475;
8,674,085; 8,680,071; 8,691,788, 8,742,101, 8,951,985; 9,109,001; 9,243,025; US2016/0002281;
US2013/0064794; WO/2015/095305; WO/2015/081133; WO/2015/061683; WO/2013/177219;
W0/2013/039920; WO/2014/137930; WO/2014/052638; WO/2012/154321); Merck (6,777,395;
7,105,499; 7,125,855; 7,202,224; 7,323,449; 7,339,054; 7,534,767, 7,632,821; 7,879,815;
8,071,568; 8,148,349; 8,470,834; 8,481,712; 8,541,434; 8,697,694; 8,715,638, 9,061,041,
9,156,872 y WO/2013/009737); Universidad de Emory (6,348,587; 6,911,424; 7,307,065;
7,495,006; 7,662,938; 7,772,208; 8,114,994; §8,168,583; 8,609,627, US 2014/0212382; y
W02014/1244430); Gilead Sciences/ Pharmasset Inc. (7,842,672; 7,973,013; 8,008,264;
8,012,941; 8,012,942; 8,318,682; 8,324,179; 8,415,308; 8,455,451; 8,563,530; 8,841,275;
8,853,171; 8,871,785; 8,877,733; 8,889,159; 8,906,880; 8,912,321; 8,957,045; 8,957,046;
9,045,520; 9,085,573; 9,090,642; y 9,139,604) y (6,908,924; 6,949,522; 7,094,770; 7,211,570;
7,429,572; 7,601,820; 7,638,502; 7,718,790, 7,772,208; RE42,015; 7,919,247; 7,964,580;
8,093,380; 8,114,997; 8,173,621; 8,334,270; 8,415,322; 8,481,713; 8,492,539; 8,551,973;
8,580,765; 8,618,076; 8,629,263; 8,633,309; 8,642,756; 8,716,262; 8,716,263; 8,735,345;
8,735,372; 8,735,569; 8,759,510 y 8,765,710); Hoffman La-Roche (6,660,721), Roche
(6,784,166; 7,608,599, 7,608,601 y 8,071,567); Alios BioPharma Inc. (8,895,723; 8,877,731;
8,871,737, 8,846,896, 8,772,474; 8,980,865; 9,012,427; US 2015/0105341; US 2015/0011497,
US 2010/0249068; US2012/0070411; WO 2015/054465; WO 2014/209979; WO 2014/100505;
WO 2014/100498; WO 2013/142159; WO 2013/142157; WO 2013/096680; WO 2013/088155;
WO 2010/108135), Enanta Pharmaceuticals (US 8,575,119; 8,846,638; 9,085,599; WO
2013/044030; WO 2012/125900), Biota (7,268,119; 7,285,658; 7,713,941; 8,119,607; 8,415,309;
8,501,699 and 8,802,840), Biocryst Pharmaceuticals (7,388,002; 7,429,571; 7,514,410;
7,560,434; 7,994,139; 8,133,870, 8,163,703; 8,242,085 y 8,440,813), Alla Chem, LLC
(8,889,701 y WO 2015/053662), Inhibitex (8,759,318 y W0O/2012/092484), Janssen Products
(8,399,429; 8,431,588, 8,481,510, 8,552,021, 8,933,052; 9,006,29 y 9,012,428) la Fundacion de
la Universidad de Georgia (6,348,587; 7,307,065; 7,662,938; 8,168,583; 8,673,926, 8,816,074;
8,921,384 y 8,946,244), RFS Pharma, LLC (8,895,531; 8,859,595; 8,815,829; 8,609,627;
7,560,550; US 2014/0066395; US 2014/0235566; US 2010/0279969; W0O/2010/091386 y WO
2012/158811) University College Cardiff Consultants Limited (WO0/2014/076490, WO
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2010/081082; WO/2008/062206), Achillion Pharmaceuticals, Inc. (W0O/2014/169278 y WO
2014/169280), Cocrystal Pharma, Inc. (US 9,173,893), Katholieke Universiteit Leuven (WO
2015/158913), Catabasis (WO 2013/090420) y los Reactivos de la Universidad de Minnesota
(WO 2006/004637).

Atea Pharmaceuticals, Inc. ha divulgado los nucledtidos B-D-2'-deoxi-2'-a-fluoro-2'-B-C-
sustituido-2-modificado-N°-(mono- y di-metil) purina para el tratamiento de VHC en la patente de
EE. UU. No. 9.828.410 y en la solicitud PCT No. WO 2016/144918. Atea también ha descrito los
nucletidos de  B-D-2'-deoxi-2'-sustituido-4'"-sustituido-2-N°-sustituido-6-aminopurina para el
tratamiento de las infecciones por paramixovirus y ortomixovirus en los documentos EE.UU.
2018/0009836 y WO 2018/009623.

Sigue existiendo una fuerte necesidad médica de desarrollar terapias contra el VHC que
sean seguras, eficaces y bien toleradas. La necesidad se acentuia por la expectativa de resistencia
a los farmacos. Los antivirales de accion directa mas potentes podrian acortar significativamente
la duracion del tratamiento y mejorar el cumplimiento y las tasas de RVR (respuesta viral
sostenida) para los pacientes infectados con todos los genotipos de VHC.

Por lo tanto, un objeto de la presente invenciéon es proporcionar compuestos,
composiciones farmacéuticas, métodos y formas de dosificacién para tratar y/o prevenir

infecciones por VHC.

RESUMEN DE LA INVENCION

Sorprendentemente, se descubri6 que la sal de hemisulfato del Compuesto 1, que se proporciona a
continuacion como el Compuesto 2, exhibe propiedades terapéuticas ventajosas inesperadas, incluida la
biodisponibilidad aumentada y la selectividad del 6rgano objetivo, sobre su base libre (Compuesto 1).
Estas ventajas inesperadas no se podrian haber predicho de antemano. El Compuesto 2 es, por lo
tanto, una composicion de materia terapéuticamente superior para administrar en una cantidad efectiva a
un huésped que lo necesite, tipicamente un ser humano, para el tratamiento de la hepatitis C. El
Compuesto 2 se le conoce como la sal de hemisulfato de isopropilo((S)- (((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-
(metilamino)-9H-purin-9-il)-4-fluoro-3-hidroxi-4-metiltetrahidrofurano-2- il) metoxi) (fenoxi)fosforil) -

L-alaninato. E1 Compuesto 1 se describe en la Patente de Estados Unidos N° 9.828.410.
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Compuesto 2

El Compuesto 2, como el Compuesto 1, se convierte en su nucleétido trifosfato correspondiente
(Compuesto 1-6) en la célula, que es el metabolito activo e inhibidor de la ARN polimerasa (véase el
Esquema 1 a continuacion). Dado que el Compuesto 1-6 se produce en la célula y no abandona la célula,
no se puede medir en el plasma. Sin embargo, el Compuesto 1-7 del metabolito 5'-OH (véase el
Esquema 1) se exporta desde la célula, y por lo tanto se puede medir en el plasma y actia como un
sustituto de la concentracion del Compuesto 1-6 del metabolito activo intracelular.

Se ha descubierto que la concentracion plasmatica in vivo del Compuesto sustituto 1-7, y por lo
tanto del Compuesto 1-6 intracelular, es sustancialmente mayor cuando el Compuesto 2 se administra in
vivo que cuando el Compuesto 1 se administra in vivo. En una comparacion directa de perros
dosificados con el Compuesto 1 y el Compuesto 2 (Ejemplo 19, Tabla 28), la dosificacion con el
Compuesto 2 logré una AUC .4 horas) del Gltimo metabolito de nucledsido guanina 5'-OH (1-7) que es dos
veces mas alto que la AUC después de la dosificacion del Compuesto 1. Es inesperado que una sal no
covalente tenga tal efecto en la concentracion plasmatica del farmaco precursor (Compuesto 1).

Ademas, el compuesto 2 se particiona selectivamente in vivo en el higado frente al corazon
(Ejemplo 19, Tabla 29), lo cual es beneficioso debido a que el higado es el 6rgano enfermo en los

huéspedes infectados con el VHC. A los perros se les administré el Compuesto 1 o el Compuesto 2 y se

6



10

15

20

25

30

midi6 la concentracion del trifosfato activo (1-6) en el higado y el corazon. La relacion de higado a
corazon de la concentracion de trifosfato activo fue mayor después de la dosificacion con el Compuesto
2 en comparacion con el Compuesto 1 como se muestra en la Tabla 29. Especificamente, la proporcion
de particion higado/corazon para el Compuesto 2 es 20 en comparacion con una proporcion de particion
higado/corazon de 3.1 para el Compuesto 1. Estos datos indican, inesperadamente, que la administracion
del Compuesto 2 da como resultado la distribucion preferencial del trifosfato de guanina activo
(Compuesto 1-6) en el higado frente al corazon cuando se compara con el Compuesto 1, lo que reduce
los posibles efectos secundarios. Fue inesperado que la administracion del Compuesto 2 redujera
significativamente la particion no deseada. Esto permite la administracion del Compuesto 2 en una dosis
mas alta que el Compuesto 1, si asi lo desea el profesional de la salud.

Ademas, se midieron los niveles de tejido en higado y corazon del derivado activo de trifosfato de
guanina del Compuesto 2 (metabolito 1-6) después de las dosis orales del Compuesto 2 en ratas y monos
(Ejemplo 20). Los niveles altos de trifosfato de guanina activo (1-6) se midieron en el higado de todas
las especies analizadas. Es importante destacar que los niveles no cuantificables de trifosfato de guanina
(1-6) se midieron en corazones de monos, y esto es indicativo de la formacion especifica del higado del
trifosfato activo. Por lo tanto, se descubrid que en comparacion con la dosis del Compuesto 1, la
dosificacion del Compuesto 2 mejora la distribucion del trifosfato de guanina (1-6).

Cuando se administré a pacientes sanos e infectados con hepatitis C, el Compuesto 2 fue bien
tolerado después de una dosis oral tnica y los parametros farmacocinéticos Cpay, Tmax ¥ AUC, fueron
comparables en ambos grupos (Tablas 34 y 35). Como se describe en el Ejemplo 24, una dosis tnica del
Compuesto 2 en pacientes infectados por el VHC dio como resultado una actividad antiviral significativa.
La exposicion plasmatica del metabolito 1-7 fue mayormente proporcional a la dosis en el rango
estudiado.

Los analisis farmacocinéticos/farmacodinamicos individuales de pacientes dosificados con el
Compuesto 2 mostraron que la respuesta viral se correlacionaba con la exposicion plasmatica del
metabolito 1-7 del Compuesto 2 (Ejemplo 24, Figs. 23A-23F), lo que indica que se pueden alcanzar
respuestas virales profundas con dosis robustas del Compuesto 2.

El Ejemplo 24 confirma que, como modalidades no limitantes, las dosis orales unicas de
300 mg, 400 mg y 600 mg dan como resultado una actividad antiviral significativa en seres
humanos. La concentracion plasmatica de C,; del metabolito 1-7 después de una dosis de 600 mg del
Compuesto 2 se duplico desde la concentracion plasmatica de C,4 del metabolito 1-7 seguido de una dosis
de 300 mg del Compuesto 2.

La FIG. 24 y el Ejemplo 25 resaltan la sorprendente invencion proporcionada por el

Compuesto 2 para el tratamiento de la hepatitis C. Como se muestra en la FIG. 24, se predijeron
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las concentraciones plasmaticas minimas en el estado estacionario (C24, ss) del metabolito 1-7
seguido de la dosificacion del Compuesto 2 en humanos (600 mg QD (550 mg de base libre
equivalente) y 450 mg QD (400 mg de base libre equivalente)) y se compararon con el ECos del
Compuesto 1 in vitro en un rango de aislamientos clinicos del VHC para determinar si la
concentracion plasmatica en estado estacionario es consistentemente mas alta que el ECos, lo que
resultaria en una alta eficacia contra multiples aislamientos clinicos in vivo. El ECys para el
Compuesto 1 es el mismo que el ECys del Compuesto 2. Para que el Compuesto 2 sea efectivo, el
nivel plasmatico en el estado estacionario del metabolito 1-7 debe exceder el ECos.

Como se muestra en la FIG. 24, el ECys del Compuesto 2 contra todos los aislamientos
clinicos evaluados varié de 18 nM a 24 nM aproximadamente.

Como se muestra en la FIG. 24, el Compuesto 2 a una dosis de 450 mg QD (400 mg de
base libre equivalente) en humanos proporciona una concentracion plasmatica media aproximada
(Caa, ss) de aproximadamente 40 ng/mL. E1 Compuesto 2 a una dosis de 600 mg QD (550 mg de
base libre equivalente) en humanos proporciona una concentracion plasmatica media aproximada
(Ca4, ss) de aproximadamente 50 ng/mL.

Por lo tanto, la concentracion plasmatica pronosticada en el estado estacionario del
metabolito sustituto 1-7 es casi el doble del ECys frente a todos los aislamientos clinicos
probados (incluso el GT3a dificil de tratar), lo que indica un rendimiento superior.

En contraste, el ECys del estandar de cuidado de nucleoétidos sofosbuvir (Sovaldi) varia de
50 nM a 265 nM en todos los aislamientos clinicos del VHC evaluados, con un ECys menor que
la concentracidon pronosticada en el estado estacionario en la dosis comercial de 400 mg para
solo dos aislamientos, GT2a y GT2b. El ECys para la dosis comercial de 400 mg de sofosbuvir es
mayor que la concentracion en estado estacionario predicha para otros aislados clinicos, GTla,
GT1b, GT3a, GT4a y GT4d.

Los datos que comparan la eficacia y los parametros farmacocinéticos de estado
estacionario en la FIG. 24 demuestran claramente la inesperada importancia terapéutica del
Compuesto 2 para el tratamiento de la hepatitis C. De hecho, se pronostica que el nivel
plasmatico en estado estacionario (Ca4, ¢) predicho después de la administracion del Compuesto
2 es al menos 2 veces mayor que el ECys para todos los genotipos probados, y es 3 a 5 veces mas
potente que el GT2. Estos datos indican que el Compuesto 2 tiene una potente actividad antiviral

pan-genotipica en humanos. Como se muestra en la FIG. 24, el ECys de sofosbuvir contra GT1,
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GT3 y GT4 es mayor que 100 ng/mL. Por lo tanto, sorprendentemente, el Compuesto 2 es activo
contra el VHC en una forma de dosificacion que brinda una concentracion en estado estacionario
inferior (40-50 ng/ml) que la concentracion resistente en el estado estable (aproximadamente 100
ng/ml) alcanzada por la forma de dosificacion equivalente de sofosbuvir.

Por lo tanto, en una modalidad, la invencion incluye una forma de dosificacion del Compuesto 2
que proporciona una concentracion plasmatica en el estado estacionario de metabolito 1-7 (C,4, ) entre
aproximadamente 15-75 ng/mL, por ejemplo, 20-60 ng/mL, 25-50 ng/mL, 40-60 ng/mL, o incluso 40-50
ng/mL. Esto es inesperado debido al hecho de que la concentracion en estado estacionario del
metabolito equivalente de sofosbuvir es de 100 ng/mL aproximadamente.

Ademas, se ha descubierto que el Compuesto 2 es una sal inusualmente estable, altamente
soluble, no higroscopica, con actividad contra el VHC. Esto es sorprendente porque varias sales del
Compuesto 1 distintas de la sal de hemisulfato (Compuesto 2), incluida la sal de monosulfato (Compuesto
3), no son fisicamente estables, sino que se delicuesen o se convierten en sélidos gomosos (Ejemplo 4) , y
por lo tanto no son adecuados para formas de dosificacion farmacéuticas solidas estables.
Sorprendentemente, aunque el Compuesto 2 no se vuelve gomoso, es hasta 43 veces mas soluble en agua
que el Compuesto 1 y es 6 veces mas soluble que el Compuesto 1 en condiciones de fluido gastrico
simulado (SGF) (Ejemplo 15).

Como se discutid en el Ejemplo 16, el Compuesto 2 sigue siendo un solido blanco con un IR que
corresponde al estandar de referencia durante 6 meses en condiciones de estabilidad acelerada (40
°C/75% HR). El compuesto 2 es estable durante 9 meses en condiciones ambientales (25 °C/60% HR) y
en condiciones de refrigeracion (5 °C).

Las formas de dosificacion solidas (tabletas de 50 mg y 100 mg) del Compuesto 2 también son
quimicamente estables en condiciones aceleradas (40 °C/75% HR) y de refrigeracion (5 °C) durante 6
meses (Ejemplo 26). El compuesto 2 es estable en condiciones ambientales (25 °C/60% HR) en una
forma de dosificacion solida durante al menos 9 meses.

El Esquema 1 proporciona la ruta metabdlica del Compuesto 1 y Compuesto 2, que implica la
desesterificacion inicial del fosforamidato (metabolito 1-1) para formar el metabolito 1-2. Luego, el
metabolito 1-2 se convierte en el derivado N°-metil-2,6-diaminopurina-5'-monofosfato (metabolito 1-3),
que a su vez se metaboliza a nucledsido 5'-hidroxil-N°-metil-2,6-diaminopurina libre (metabolito 1-8) y
dihidrogenfosfato de ((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-0x0-1,6-dihidro-9H-purin-9-il) -4- fuoro-3-hidroxi-4-
metiltetrahidrofuran-2-il)metilo como el 5'-monofosfato (metabolito 1-4). El metabolito 1-4 se anaboliza
al difosfato correspondiente (metabolito 1-5) y luego el derivado de trifosfato activo (metabolito 1-6). El

S'-trifosfato puede metabolizarse adicionalmente para generar 2-amino-9-((2R, 3R, 4R, 5R) -3-fluoro-4-



hidroxi-5- (hidroximetil) -3-metiltetrahidrofuran-2-il) -1,9-dihidro-6H-purin-6-ona (1-7). El metabolito 1-

7 se puede medir en plasma y, por lo tanto, es un sustituto del trifosfato activo (1-6), que no se puede
medir en plasma.

Scheme 1
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En una modalidad, la invencion es el Compuesto 2 y su uso para tratar la hepatitis C (VHC) en un
huésped que lo necesite, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En un aspecto, el

Compuesto 2 se usa como un sélido amorfo. En otro aspecto, el Compuesto 2 se usa como un solido

10 cristalino.
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La presente invencion incluye ademas un proceso limitativo de ejemplo para la preparacion del
Compuesto 2 que incluye

(1) un primer paso para disolver el Compuesto 1 en un disolvente orgénico, por ejemplo,

acetona, acetato de etilo, metanol, acetonitrilo o éter, o similar, en un matraz o recipiente;

(i1) cargar un segundo matraz o recipiente con un segundo solvente organico, que puede ser

igual o diferente al solvente organico en el paso (i), enfriar opcionalmente el segundo
solvente a 0-10 grados C y agregar por goteo H,SO, al segundo disolvente organico para
crear una mezcla de H,SOg4/disolvente organico; y en donde el disolvente, por ejemplo,
puede ser metanol,;

(ii1))  agregar por goteo la mezcla de H,SO,/solvente en una proporcion molar de 0.5/1.0 del

paso (ii) a la solucion del Compuesto 1 del paso (i) a temperatura ambiente o ligeramente
aumentada o disminuida (por ejemplo, 23-35 grados C);

(iv)  agitar la reaccion del paso (iii) hasta que se forme un precipitado del Compuesto 2, por

ejemplo, a temperatura ambiente o ligeramente aumentada o disminuida;

(v) filtrar opcionalmente el precipitado resultante del paso (iv) y lavar con un

disolvente organico; y

(vi)  secar opcionalmente el Compuesto 2 resultante al vacio, opcionalmente a una

temperatura elevada, por ejemplo, 55, 56, 57, 58, 59 0 60 °C.

En una modalidad, el disolvente organico en el paso (i) es 3-metil-2-pentanona. En una
modalidad, el disolvente organico en el paso (i) es etil isopropil cetona. En una modalidad, el
disolvente organico en el paso (i) es propionato de metilo. En una modalidad, el disolvente
orgénico en el paso (i) es butirato de etilo.

A pesar del volumen de bibliografia de nucledsidos antiviricos y solicitudes de patente, el
Compuesto 2 no se ha descrito especificamente. Por consiguiente, la presente invencion incluye el
Compuesto 2, o una composicion farmacéuticamente aceptable o una forma de dosificacion del mismo,
como se describe en el presente documento.

Los compuestos, métodos, formas de dosificacion y composiciones se proporcionan para el
tratamiento de un huésped infectado con un virus del VHC mediante la administracion de una cantidad
efectiva del Compuesto 2. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra a una dosis de al menos
100, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 650, 700,750, 800, 850, 900, 950 o 1000 mg
aproximadamente. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra por hasta 12 semanas, por hasta
10 semanas, por hasta 8 semanas, por hasta 6 semanas, o por hasta 4 semanas. En modalidades

alternativas, el Compuesto 2 se administra durante al menos 4 semanas, durante al menos 6 semanas,

11



10

15

20

25

30

durante al menos 8 semanas, durante al menos 10 semanas o durante al menos 12 semanas. En ciertas
modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia o cada dos dias. En ciertas
modalidades, el Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que logra un nivel plasmatico en
el estado estacionario (Cy4, ) del metabolito 1-7 entre aproximadamente 15-75 ng/mL. En una modalidad,
el Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que logra un nivel plasmatico en el estado
estacionario (Cy, 5) del metabolito 1-7 entre aproximadamente 20-60 ng/mL. En ciertas modalidades, el
Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que logra una AUC del metabolito 1-7 entre
aproximadamente 1.200 ng*h/mL y 3.000 ng*h/mL. En una modalidad, el Compuesto 2 se administra en
una forma de dosificacion que logra una AUC del metabolito 1-7 entre aproximadamente 1.500 y 2.100
ng*h/mL.

Los compuestos, composiciones y formas de dosificacion también se pueden usar para

tratar afecciones relacionadas, tales como condiciones positivas para anticuerpos anti-VHC y
antigenos positivos, inflamacion cronica del higado basada en virus, cancer de higado resultante
de hepatitis C avanzada (carcinoma hepatocelular (HCC)), cirrosis, hepatitis C cronica o aguda,
hepatitis C fulminante, hepatitis C cronica persistente y fatiga basada en anti-VHC. El
compuesto o formulaciones que incluyen los compuestos también se pueden usar de manera
profilactica para prevenir o restringir la progresion de la enfermedad clinica en individuos que
son positivos al antigeno o al anticuerpo anti-HCV o que han estado expuestos a la hepatitis C.

La presente invencion incluye asi las siguientes caracteristicas:

(a) Compuesto 2 como se describe en el presente documento;

(b) Profarmacos del Compuesto 2

(c) Uso del Compuesto 2 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una
infeccion por el virus de la hepatitis C;

(d) Compuesto 2 para uso en el tratamiento de la hepatitis C, opcionalmente en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable;

(¢) Un método para fabricar un medicamento destinado al uso terapéutico para tratar una
infeccion por el virus de la hepatitis C, caracterizado porque el Compuesto 2, o una sal
farmacéuticamente aceptable, como se describe en el presente documento, se usa en la
fabricacion;

(e) Una formulacion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz para el tratamiento del

huésped del Compuesto 2 con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;

(f) Procesos para la preparacion de productos terapéuticos que contengan una

cantidad eficaz del Compuesto 2;
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(g) Formas de dosificacion solidas, incluyen las que proporcionan un perfil
farmacocinético ventajoso; y

(h) Procesos para la fabricacion del Compuesto 2, como se describe en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG. 1A es una superposicion de difractogramas XRPD de muestras 1-1 (Compuesto 1
amorfo), 1-2 (Compuesto 1 cristalino) y 1-3 (Compuesto 2 amorfo) antes de los estudios de estabilidad
con fines de caracterizacion como se describe en el Ejemplo 2 y el Ejemplo 5. El eje x es 2Teta medido
en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. IB es el cromatografo de HPLC del Compuesto 1 amorfo (muestra 1-1) para determinar
la pureza como se describe en el Ejemplo 2. La pureza de la muestra fue del 98,7%. El eje x es el
tiempo medido en minutos y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 2A es el cromatografo de HPLC del Compuesto 1 cristalino (muestra 1-2) para
determinar la pureza como se describe en el Ejemplo 2. La pureza de la muestra fue del 99,11%. El
eje x es el tiempo medido en minutos y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 2B es un grafico DSC y TGA del Compuesto 1 cristalino (muestra 1-2) antes de
cualquier estudio de estabilidad con fines de caracterizacion como se describe en el Ejemplo 2. El eje X
es la temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) y el eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje.

La FIG. 3 es una imagen de cristalografia de rayos X del Compuesto 1 que muestra la
estereoquimica absoluta como se describe en el Ejemplo 2.

La FIG. 4A es una superposicion de difractogramas XRPD de las muestras 1-1 (Compuesto 1
amorfo), 1-2 (Compuesto 1 cristalino) y 1-3 (Compuesto 2 amorfo) después del almacenamiento a 25 °C
y 60% de humedad relativa durante 14 dias como se describe en el Ejemplo 2. El eje x es 2Teta medido
en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 4B es una superposicion de difractogramas de XRPD de las muestras 1-4, 1-5, 1-
6, 1-7 y 1-9 después de almacenar a 25 °C y 60% de humedad relativa durante 7 dias como se
describe en el Ejemplo 4. El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y es la intensidad medida
en conteos.

La FIG. 5A es una superposicion de difractogramas de XRPD de las muestras 1-4, 1-6, 1-

7 y 1-9 después de almacenar a 25 °C y 60% de humedad relativa durante 14 dias como se
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describe en el Ejemplo 4. El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y es la intensidad medida
en conteos.

La FIG. 5B es el patron XRPD del Compuesto 2 amorfo (muestra 1-3) como se describe en el
Ejemplo 5. El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 6A es el cromatografo de HPLC del Compuesto 2 amorfo (muestra 1-3) para determinar
la pureza como se describe en el Ejemplo 5. La pureza de la muestra fue del 99,6%. El eje x es el
tiempo medido en minutos y la intensidad del eje-y es medida en conteos.

La FIG. 6B es un grafico DSC y TGA para el Compuesto 2 amorfo (muestra 1-3) antes de
cualquier estudio de estabilidad con fines de caracterizacion como se describe en el Ejemplo 5. El eje X
es la temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) y el eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje.

LA FIG. 7A es una superposicion de difractogramas de XRPD de muestras cristalinas (muestras
2-2,2-6 y 2-7) y muestras poco cristalinas (muestras 2-3, 2-4, 2-5 y 2-8) identificadas a partir de
cristalizaciones del Compuesto 2 (Ejemplo 6). El eje x es 2Teta medido en grados y la intensidad del
eje-y es medida en conteos.

La FIG. 7B es una superposicion de difractogramas de XRPD de muestras amorfas (muestras 2-
9,2-10 y 2-11) identificadas a partir de la cristalizacién del Compuesto 2 (Ejemplo 6). El eje x es 2Teta
medido en grados y la intensidad del eje-y es medida en conteos.

La FIG. 8A es una superposicion de difractogramas XRPD de muestras (muestras 2-2, 2-
3,2-4, 2-5, 2-6, 2-7 y 2-8) después de 6 dias de almacenamiento a 25 °C y 60% de humedad
relativa (Ejemplo 6). El eje x es 2Teta medido en grados y la intensidad del eje-y es medida en
conteos.

La FIG. 8B es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-2 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yeleje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 9A es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-3 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yeleje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion

de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.
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La FIG. 9B es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-4 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yel eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 10A es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-5 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yel eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 10B es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-6 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yel eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 11A es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-7 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yel eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 11B es un grafico DSC y TGA para la muestra 2-8 (Ejemplo 6). El eje X es la
temperatura medida en °C, el eje Y izquierdo es el flujo térmico medido en (W/g) yel eje Y
derecho es el peso medido en porcentaje. Los procedimientos experimentales para la recoleccion
de DSC y TGA se dan en el Ejemplo 2.

La FIG. 12A es el patron XRPD del Compuesto 4 amorfo (muestra 3-12) como se discute en el
Ejemplo 7. El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos. No
se observo cristalizacion de una sal de malonato independientemente del disolvente utilizado.

La FIG. 12B es una superposicion de difractogramas XRPD de muestras amorfas
(muestras 3-6, 3-10, 3-11 y 3-12) identificadas a partir del intento de cristalizacion del
Compuesto 1 con sal de malonato (Ejemplo 7). El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y es
la intensidad medida en conteos.

La FIG. 13A es el cromatograma de HPLC de la muestra 3-12 del intento de cristalizacion del
Compuesto 1 con sal de malonato como se describe en el Ejemplo 7. La muestra tenia una pureza del

99,2%. El eje x es el tiempo medido en minutos y la intensidad del eje-y es medida en mAu.
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La FIG. 13B es una superposicion de difractogramas de XRPD de muestras sélidas obtenidas de
la cristalizacion utilizando LAG (muestras 4-13, 4-12, 4-9, 4-3 y 4-1) en comparacion con el Compuesto
1 (muestra 1-2) como se describe en el Ejemplo 8. Todos los XRDP coinciden con los patrones del
contraion de acido cristalino sin picos adicionales. El eje x es 2Teta medido en grados y el eje-y
es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 14A es una superposicion de difractogramas de XRPD de muestras obtenidas de la
utilizacion de acetato de etilo como disolvente de cristalizacion (muestras 6-13, 6-12, 6-11, 6-10, 6-8, 6-7,
6-6, 6-5 , 6-4 y 6-2) en comparacion con el Compuesto 1 cristalino (muestra 1-2) como se describe en el
Ejemplo 10. En general, se encontrd que los patrones de XRPD coinciden con el patron del Compuesto 1,
con la excepcion de las muestras 6-2, 6-4 y 6-5 que exhiben pequefias diferencias. El eje x es 2Teta
medido en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La Fig. 14B es una superposicion del difractograma XRPD de la muestra 5-1 después de
una segunda disolucion en MEK y la adicion del antidisolvente ciclohexano y acido pamioco
como se describe en el Ejemplo 9. La muestra 5-1, cristalizada en acido pamioco, era un sélido
seguido de la maduracion, pero el patron XRPD coincidia con el patron del acido pamioco.

La FIG. 15A es una superposicion de difractogramas de XRPD de muestras obtenidas de la
utilizaciéon de acetato de etilo como un disolvente de cristalizacion (muestras 6-5, 6-4 y 6-2) en
comparacion con el Compuesto 1 cristalino (muestra 1-2) como se describe en el Ejemplo 10. En general,
se encontrd que los patrones de XRPD coinciden con el patron del Compuesto 1, con la excepcion de las
muestras 6-2, 6-4 y 6-5 que exhiben pequefias diferencias. El eje x es 2Teta medido en grados y el
eje-y es la intensidad medida en conteos y etiquetada con el acido utilizado en la cristalizacion.

La FIG. 15B es el patron XRPD para el Compuesto 2 como se describe en el Ejemplo 14. El eje
x es 2Teta medido en grados y el eje-y es la intensidad medida en conteos.

La FIG. 16A es una grafica de los niveles de concentracion de TP activo (metabolito 1-6) en los
higados y corazones de ratas, perros y monos (Ejemplo 18). El eje x es la dosis medida en mg/kg para
cada especie y el eje-y es la concentracion de TP activa medida en ng/g.

La FIG. 16B es un grafico de los niveles de concentracion de TP activo (metabolito 1-6) en el
higado y el corazon de perros (n = 2) medidos 4 horas después de una dosis oral unica del Compuesto 1 o
del Compuesto 2 (Ejemplo 19). El eje x es la dosis de cada compuesto medida en mg/kg y el eje-y
es la concentracion de TP activo medida en ng/g.

La FIG. 17 es el perfil plasmatico del Compuesto 1 y el metabolito 1-7 en ratas a las que se

administrd una dosis oral tnica de 500 mg/kg del Compuesto 2 (Ejemplo 20), medido 72 horas después
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de la dosis. El eje x es el tiempo medido en horas y el eje-y es la concentracion plasmatica medida
en ng/mL.

La FIG. 18 es el perfil plasmatico del Compuesto 1 y el metabolito 1-7 en monos a los que se
administré dosis orales tnicas de 30 mg, 100 mg o 300 mg del Compuesto 2 (Ejemplo 20) medidas 72
horas después de la dosis. El eje x es el tiempo medido en horas y el eje-y es la concentracion
plasmatica medida en ng/mL.

La FIG. 19 es un grafico de ECys medido en nM de sofosbuvir y Compuesto 1 frente a
aislados clinicos de VHC. Los valores de ECys para el Compuesto 1 son 7-33 veces mas bajos
que el sofosbuvir (Ejemplo 22). El eje x estd marcado con el genotipo y el eje-y es ECos medido
en nM.

La FIG. 20 es una grafica de ECsy medida en nM de sofosbuvir y el Compuesto 1 contra
cepas de laboratorio de los genotipos la, 1b, 2a, 3a, 4a y 5a del VHC. El Compuesto 1 es
aproximadamente 6-11 veces més potente que el sofosbuvir en los Genotipos 1-5 (Ejemplo 22).
El eje x estd marcado con el genotipo y el eje-y es ECso medido en nM.

La FIG. 21 es un grafico del perfil de concentracion-tiempo plasmatica medio del Compuesto 1
seguido de la administracion de una dosis unica del Compuesto 2 en todas las cohortes de la Parte B del
estudio, como se describe en el Ejemplo 24. El compuesto 1 se absorbié rapidamente y se metabolizod
rapidamente en aproximadamente 8 horas en todas las cohortes de la Parte B. El eje x es el tiempo medido
en horas y el eje y es la concentracion plasmatica media geométrica medida en ng/mL.

La FIG. 22 es un grafico del perfil de concentracion-tiempo plasmatica medio del metabolito 1-7
seguido de la administracion de una dosis unica del Compuesto 2 en todas las cohortes de la Parte B del
estudio, como se describe en el Ejemplo 24. El metabolito 1-7 mostrd una concentracion plasmatica
sostenida en todas las cohortes de la Parte B. El eje x es el tiempo medido en horas y el eje-y es la
concentracion plasmatica media geométrica medida en ng/mL.

La FIG. 23A es un andlisis farmacocinético/farmacodindmico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 1b como se describe en el Ejemplo 24. El grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECos
frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje-y izquierdo es la concentracion
plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje-y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o [U/ml.
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La FIG. 23B es un analisis farmacocinético/farmacodinamico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 1b como se describe en el Ejemplo 24. El grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECos
frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje-y izquierdo es la concentracion
plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje-y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o IU/ml.

La FIG. 23C es un analisis farmacocinético/farmacodinamico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 1b como se describe en el Ejemplo 24. El grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECos
frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje-y izquierdo es la concentracion
plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje-y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o IU/ml.

La FIG. 23D es un andlisis farmacocinético/farmacodinamico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 3b como se describe en el Ejemplo 24. Cada grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECos
frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje-y izquierdo es la concentracion
plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje-y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o IU/ml.

La FIG. 23E es un andlisis farmacocinético/farmacodinamico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 3b como se describe en el Ejemplo 24. Cada grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECos
frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje-y izquierdo es la concentracion
plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje-y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o IU/ml.

La FIG. 23F es un andlisis farmacocinético/farmacodindmico individual de un sujeto
inscrito en la cohorte 3b como se describe en el Ejemplo 24. Cada grafico muestra la exposicion al
metabolito del plasma 1-7 y los niveles de reduccion de ARN del VHC. La linea discontinua representa la
concentracion minima del metabolito 1-7 requerido para una respuesta viral mayor que el valor ECys

frente a GT1b. El eje x es el tiempo medido en horas. El eje y izquierdo es la concentracion
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plasmatica del metabolito 1-7 medida en ng/mL y el eje y derecho es la reduccion del ARN del VHC
medida en log;o IU/mL.

La FIG. 24 es un grafico de los valores de ECos del Compuesto 1 y sofosbuvir frente a aislados
clinicos de pacientes infectados por el GT1, GT2, GT3 y GT4 del VHC. La linea discontinua horizontal (-

- - - -) representa la concentracion minima en el estado estacionario (Cy, ¢) del nucledsido de sofosbuvir

después de una dosis de 400 mg QD de sofosbuvir. La linea horizontal completa ( ) representa la
concentracion minima en estado estacionario (C,4 ) del metabolito 1-7 después de 600 mg del
Compuesto 2 (equivalente a 550 mg del Compuesto 1). La linea horizontal discontinua (--------- )
representa la concentracion minima en estado estacionario (Cys, &) del metabolito 1-7 después de 450 mg
del Compuesto 2 (equivalente a 400 mg del Compuesto 1). Como se discutié en el Ejemplo 25, el nivel
plasmatico (Cy4, ss) predicho en estado estacionario del metabolito 1-7 después de 600 mg y 450 mg del
Compuesto 2 excede el ECys in vitro del Compuesto 1 contra todos los aislamientos clinicos probados. El
nivel plasmatico en el estado estacionario (C,4, ) de sofosbuvir solo supera el ECys en los aislados
clinicos de GT2. El eje x esta marcado con los aislamientos clinicos y la tabla debajo del eje x enumera
los valores de ECys para el Compuesto 1 y sofosbuvir. El eje-y es el ECys contra los aislamientos clinicos
medidos en ng/mL. ECys se expresa como equivalente de nucledsido. Sofosbuvir y el Compuesto 2 se
administraron diariamente (QD).

La FIG. 25 es un diagrama de flujo que muestra el proceso de fabricacion de comprimidos de 50
mg y 100 mg del Compuesto 2 como se describe en el Ejemplo 26. En el paso 1, la celulosa
microcristalina, el Compuesto 2, la lactosa monohidrato y la croscarmelosa de sodio se filtran a través de
una pantalla de 600 uM. En el paso 2, los contenidos del paso 1 se cargan en un mezclador en V' y
se mezclan durante 5 minutos a 25 rpm. En el paso 3, el estearato de magnesio se filtra a través
de una pantalla de 600 puM. En el paso 4, se carga estearato de magnesio en el mezclador en V que
contiene el contenido del paso 2 (celulosa microcristalina, Compuesto 2, lactosa monohidrato y
croscarmelosa de sodio) y se mezcla durante 2 minutos a 25 rpm. La mezcla comun se divide luego
para la produccion de tabletas de 50 mg y tabletas de 100 mg. Para producir tabletas de 50 mg, la
mezcla del paso 4 se comprime con herramientas concavas estandar redondas de 6 mm. Para
producir tabletas de 100 mg, la mezcla del paso 4 se comprime con herramientas concavas
estandar redondas de 8 mm. Luego, las tabletas se empaquetan en botellas de HDPE selladas por
induccion con tapas de PP con desecante.

La FIG. 26 es la sal de hemisulfato que presenta propiedades farmacoldgicas ventajosas

sobre su base libre correspondiente para el tratamiento de un virus del VHC.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La invencion descrita en este documento es un compuesto, método, composicion y forma de
dosificacion solida para el tratamiento de infecciones en seres humanos y otros animales huésped del
virus del VHC que incluye la administracion de una cantidad eficaz de la sal de hemisulfato de
isopropil((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metilamino)-9 H-purin-9-il)-4-fluoro-3-hidroxi-4-
metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil)-L-alaninato (Compuesto 2) como se describe en el
presente documento, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una modalidad, el

compuesto 2 es un sélido amorfo. En aun otra modalidad, el Compuesto 2 es un sélido cristalino.
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7 Compuesto 2

El compuesto, composiciones y formas de dosificacion también se pueden usar para tratar
afecciones relacionadas o que se producen como resultado de una exposicion viral al VHC. Por
ejemplo, el compuesto activo se puede usar para tratar afecciones positivas al antigeno del VHC
y positivas al anticuerpo del VHC, inflamacion crénica del higado basada en el virus, cancer de
higado como resultado de la hepatitis C avanzada (ej., carcinoma hepatocelular), cirrosis,
hepatitis C aguda, hepatitis C fulminante, hepatitis C cronica persistente y fatiga basada en anti-
VHC.

Los compuestos y composiciones activos también se pueden usar para tratar la gama de
genotipos de VHC. Se han identificado al menos seis genotipos distintos de VHC, cada uno de
los cuales tiene multiples subtipos, a nivel mundial. Los genotipos 1-3 son prevalentes en todo el
mundo, y los genotipos 4, 5 y 6 estdn mas limitados geograficamente. El genotipo 4 es comun en
Oriente Medio y Africa. El genotipo 5 se encuentra principalmente en Sudafrica. El genotipo 6
existe predominantemente en el sudeste asiatico. Aunque el genotipo mas comun en los Estados
Unidos es el genotipo 1, la definicién del genotipo y el subtipo puede ayudar en el tipo y

duracion del tratamiento. Por ejemplo, diferentes genotipos responden de manera diferente a

20



10

15

20

25

30

diferentes medicamentos y los tiempos Optimos de tratamiento varian segun la infeccion del
genotipo. Dentro de los genotipos, los subtipos, tales como el Genotipo la y el Genotipo 1b,
también responden de manera diferente al tratamiento. La infeccién con un tipo de genotipo no
excluye una infeccion posterior con un genotipo diferente.

Como se describe en el Ejemplo 22, el Compuesto 2 esta activo contra el rango de genotipos de
VHC, incluidos los Genotipos 1-5. En una modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 1 del
VHC, el genotipo 2 del VHC, el genotipo 3 del VHC, el genotipo 4 del VHC, el genotipo 5 del VHC o el
genotipo 6 del VHC. En una modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 1a del VHC. En una
modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 1b del VHC. En una modalidad, el compuesto 2
se usa para tratar el genotipo 2a del VHC. En una modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el
genotipo 2b del VHC. En una modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 3a del VHC. En
una modalidad, el compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 4a del VHC. En una modalidad, el
compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 4d del VHC.

En una modalidad, el Compuesto 1 o el Compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 5a del VHC.
En una modalidad, el Compuesto 1 o el Compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 6a del VHC. En una
modalidad, el Compuesto 1 o el Compuesto 2 se usa para tratar el genotipo 6b, 6¢, 6d, 6¢e, 6f, 6g, 6h, 6],
6k, 61, 6m, 6n, 6n, 60, 6p, 64, 6r, 68, 6n, 60, 6n, 60, 6n, 60, 6p, 6q , 6t, O 6U.

Como se discutio en el Ejemplo 25 y se muestra en la FIG. 24, la concentracién minima
predicha en el estado estacionario (C24,) del metabolito 1-7 después de una dosis de 450 mg (400 mg de
base libre) y una dosis de 600 mg (550 mg de base libre) de Compuesto 2 es de aproximadamente 40
ng/mL a 50 ng/mL. Este nivel de C24,  excedié el EC* del Compuesto 1 en los genotipos 1a, 1b, 2a, 2b,
3a, 4a y 4d del VHC. Estos datos confirman que el Compuesto 2 tiene una actividad pangenotipica
potente. Esto es sorprendente porque el Compuesto 2 logra una concentracion minima en el estado
estacionario menor (C24, () que la concentracidon minima en estado estable (C24, ) del metabolito
nucleosidico de sofosbuvir seguido de la dosis equivalente de sofosbuvir. La concentracion minima en el
estado estacionario (Cy, ) del metabolito nucleosidico correspondiente de sofosbuvir es de
aproximadamente 100 ng/mL, pero este nivel solo supera el ECys de sofosbuvir frente a aislados clinicos
de GT2 (la FIG. 24). El Compuesto 2 es mas potente que el sofosbuvir contra GT1, GT2, GT3 y GT4, y
por lo tanto permite una forma de dosificaciéon que proporciona una concentracion menor en el estado
estacionario de su metabolito, que es aun eficaz contra todos los genotipos probados de VHC. En una
modalidad, se administra una forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion
minima del metabolito 1-7 en el estado estacionario (C,4, ) entre aproximadamente 15-75 ng/mL. En una

modalidad, se administra una forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion
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minima en el estado estacionario del metabolito 1-7 (C,4, ;) entre aproximadamente 20-60 ng/mL, 20-50
ng/mL, 0 20-40 ng/mL.

En una modalidad, el compuesto, formulaciones o formas de dosificacién sélidas que
incluyen el compuesto también se pueden usar profilacticamente para prevenir o retardar la
progresion de la enfermedad clinica en individuos que son positivos a anticuerpos VHC o
positivos a antigenos VHC o que han estado expuestos a la hepatitis C.

En particular, se ha descubierto que el Compuesto 2 esta activo contra el VHC y muestra
propiedades farmacoldgicas y de tipo farmacologico superiores en comparacion con su base libre
(Compuesto 1). Sorprendentemente, el Compuesto 2 estd mas biodisponible y alcanza una AUC mayor
que el Compuesto 1 (Ejemplo 19) y el Compuesto 2 es mas selectivo para el érgano diana, el higado, que
el Compuesto 1 (Ejemplo 19).

El compuesto 2 también es ventajoso sobre el Compuesto 1 en términos de solubilidad y
estabilidad quimica. Esto es sorprendente porque la sal monosulfato de isopropilo ((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-
(2-amino-6-(metilamino)-9H-purin-9-il)-4-fluoro-3-hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)
metoxi)(fenoxi)fosforil)-L-alaninato (Compuesto 3) es inestable y muestra la apariencia de una goma
pegajosa, mientras que el Compuesto 2, la sal de hemi-sulfato, es un sélido blanco estable. La sal de
hemisulfato, tanto como un sélido y en forma de dosificacion solida, es muy estable durante 9

meses y no es hidroscopica.
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A pesar del volumen de bibliografia de nucledsidos antiviricos y solicitudes de patente, el
Compuesto 2 no se ha descrito especificamente.

El compuesto 2 tiene una estereoquimica S en el atomo de fosforo que se ha confirmado con la
cristalografia de rayos X (FIG. 3, Ejemplo 2). En modalidades alternativas, el Compuesto 2 se puede
usar en forma de cualquier proporcion deseada de enantiomeros R y S de fosforo, que incluye hasta
enantiomeros puros. En algunas modalidades, el Compuesto 2 se usa en una forma que esta al menos libre

en un 90% del enantiomero opuesto, y puede estar libre al menos en un 98%, 99%, o incluso en un 100%
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del enantidmero opuesto. A menos que se describa lo contrario, un Compuesto 2 enriquecido
enantioméricamente esta libre al menos en un 90% del enantiomero opuesto. Ademads, en una
modalidad alternativa, el aminoéacido del fosforamidato puede estar en la configuracion D o L, o
una mezcla de los mismos, incluida una mezcla racémica.

A menos que se especifique lo contrario, los compuestos descritos aqui se proporcionan
en la configuracion B-D. En una modalidad alternativa, los compuestos pueden proporcionarse en
una configuracion B-L. Del mismo modo, cualquier grupo sustituyente que muestre quiralidad
puede proporcionarse en forma racémica, enantiomérica, diastereomérica o cualquier mezcla de
las mismas. Cuando un fosforamidato exhibe quiralidad, puede proporcionarse como un derivado
de fosforo quiral R o S o0 una mezcla de los mismos, incluyendo una mezcla racémica. Todas las
combinaciones de estas estéreo configuraciones son modalidades alternativas en la invencion
descrita en este documento. En otra modalidad, al menos uno de los hidrégenos del Compuesto 2 (el
nucleotido o la sal de hemisulfato) se puede reemplazar con deuterio.

Estas configuraciones alternativas incluyen, pero no se limitan a,
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I. Sal de hemisulfato de isopropilo ((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metilamino) -9H-purin-9-il) -
4-fluor)-3-hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil) -L.-alaninato (Compuesto 2)
El compuesto activo de la invencion es el Compuesto 2, que se puede proporcionar en una

10  composicion farmacéuticamente aceptable o en una forma de dosificacion sélida del mismo. En una
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modalidad, el compuesto 2 es un sélido amorfo. En ain una modalidad adicional, el Compuesto 2 es un

s6lido cristalino.

Sintesis del Compuesto 2

La presente invencion incluye ademas un proceso ilustrativo no limitativo para la preparacion del
Compuesto 2 que incluye

(1) un primer paso para disolver el Compuesto 1 en un disolvente organico, por ejemplo,

acetona, acetato de etilo, metanol, acetonitrilo o éter, o similar, en un matraz o recipiente;

(11) cargar un segundo matraz o recipiente con un segundo solvente orgdnico, que puede ser

igual o diferente al solvente organico en el paso (i), enfriar opcionalmente el segundo
solvente a 0-10 grados C y agregar por goteo H,SO, al segundo disolvente organico para
crear una mezcla de H,SOg4/disolvente organico; y en donde el disolvente, por ejemplo,
puede ser metanol,;

(iil))  agregar por goteo la mezcla de H,SOy/solvente en una proporcién molar de 0.5/1.0 del

paso (ii) a la solucion del Compuesto 1 del paso (i) a temperatura ambiente o ligeramente
aumentada o disminuida (por ejemplo, 23-35 grados C);

(iv)  agitar la reaccion del paso (iii) hasta que se forme un precipitado del Compuesto 2, por

ejemplo, a temperatura ambiente o ligeramente aumentada o disminuida;

(v) filtrar opcionalmente el precipitado resultante del paso (iv) y lavar con un

disolvente orgénico; y

(vi)  secar opcionalmente el Compuesto 2 resultante al vacio, opcionalmente a una

temperatura elevada, por ejemplo, 55, 56, 57, 58, 59 0 60 °C.

En ciertas modalidades, el paso (i) anterior se lleva a cabo en acetona. Ademas, el
segundo disolvente organico en el paso (ii) puede ser, por ejemplo, metanol y la mezcla de
disolventes organicos en el paso (v) es metanol/acetona.

En una modalidad, el Compuesto 1 se disuelve en acetato de etilo en el paso (i). En una
modalidad, el Compuesto 1 se disuelve en tetrahidrofurano en el paso (i). En una modalidad, el
Compuesto 1 se disuelve en acetonitrilo en el paso (i). En una modalidad adicional, el Compuesto 1 se
disuelve en dimetilformamida en el paso (i).

En una modalidad, el segundo disolvente organico en el paso (ii) es etanol. En una
modalidad, el segundo disolvente organico en el paso (ii) es isopropanol. En una modalidad, el

segundo disolvente organico en el paso (ii) es n-butanol.
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En una modalidad, se utiliza una mezcla de disolventes para lavar en el paso (v), por
ejemplo, etanol/acetona. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v) es
isopropanol/acetona. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v) es n-
butanol/acetona. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v) es
etanol/acetato de etilo. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v) es
isopropanol/acetato de etilo. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v)
es n-butanol/acetato de etilo. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v)
es etanol/tetrahidrofurano. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso (v) es
isopropanol/tetrahidrofurano. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso
(v) es n-butanol/tetrahidrofurano. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el
paso (v) es etanol/acetonitrilo. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso
(v) es isopropanol/acetonitrilo. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso
(v) es isopropanol/acetonitrilo. En una modalidad la mezcla de disolvente para lavar en el paso
(v) es etanol/dimetilformamida. En una modalidad, la mezcla de disolvente para lavar en el paso
(v) es isopropanol/dimetilformamida. En una modalidad, la mezcla de disolvente para el lavado

en el paso (v) es isopropanol/dimetilformamida.

I1. Metabolismo de Isopropil((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metilamino)-9H-purin-
9-il)-4-fluoro-3-hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil)-L-alaninato
(Compuesto 2)

El metabolismo del Compuesto 1 y el Compuesto 2 implica la produccion de un 5-monofosfato y
el anabolismo subsiguiente de la base de N°-metil-2,6-diaminopurina (1-3) para generar dihidrogenfosfato
de ((2R,3R,4R,5R)-5- (2-amino-6-0x0-1,6-dihidro-9H-purin-9-il) -4-fluoro-3-hidroxi-4-
metiltetrahidrofuran-2-il)metilo (1-4 ) como el 5'-monofosfato. El monofosfato se anaboliza aun mas a
las especies de trifosfato activo: el 5'-trifosfato (1-6). El 5'-trifosfato puede metabolizarse adicionalmente
para generar 2-amino-9-((2R, 3R, 4R, 5R) -3-fluoro-4-hidroxi-5- (hidroximetil) -3-metiltetrahidrofuran-2-
i) -1,9-dihidro-6H-purin-6-ona (1-7). Alternativamente, el 5'-monofofato 1-2 puede metabolizarse para
generar la base de purina 1-8. La ruta metabolica para el isopropilo ((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5- (2-amino-6-
(metilamino) -9H-purin-9-il) -4-fluor-3- hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil) -L-

alaninato se ilustra en el Esquema 1 (mostrado arriba).
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II1. Sales adicionales del Compuesto 1
En modalidades alternativas, la presente invencion proporciona el Compuesto 1 como una sal de

oxalato (Compuesto 4) o una sal de HCI (Compuesto 5).

H’T_,CH:J pp-CHs
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Tanto la sal de oxalato 1: 1 como la sal de HCI 1: 1 forman so6lidos con propiedades
razonables para formas de dosificacion solidas para el tratamiento de un huésped, como un ser
humano con hepatitis C. Sin embargo, la sal de oxalato puede ser menos deseada, y quizds no
adecuado, si el paciente es susceptible a los calculos renales. La sal de HCI es mas hidroscopica
que la sal de hemisulfato. Por lo tanto, la sal de hemisulfato sigue siendo la forma de sal mas deseada

del Compuesto 1 con propiedades inesperadas.

IV.  Definiciones

El término "configuracion D" tal como se usa en el contexto de la presente invencidn se
refiere a la configuracion principal que imita la configuracion natural de las fracciones de azucar
en oposicion a los nucledsidos no naturales o la configuraciéon "L". El término "B" o "andémero
B" se utiliza con referencia a los analogos de nucledsidos en los que la base de nucledsidos esta
configurada (dispuesta) sobre el plano de la fraccion de furanosa en el analogo de nucleodsidos.

Los términos "coadministrador" y "coadministracion" o terapia de combinacién se usan para
describir la administracion del Compuesto 2 de acuerdo con la presente invencidén en combinacion con al
menos otro agente activo, por ejemplo, cuando sea apropiado, al menos un agente anti-VHC adicional. El
momento de la coadministracion se determina mejor por el médico especialista que trata al
paciente. A veces se prefiere que los agentes se administren al mismo tiempo.
Alternativamente, los farmacos seleccionados para la terapia de combinacion pueden

administrarse en diferentes momentos al paciente. Por supuesto, cuando hay més de una viral u
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otra infeccion u otra condicion, los presentes compuestos pueden combinarse con otros agentes
para tratar esa otra infeccion o condicion segun se requiera.

El término "huésped", como se usa en el presente documento, se refiere a un organismo
unicelular o multicelular en el que un virus del VHC puede replicarse, incluyendo lineas
celulares y animales, y tipicamente un ser humano. EI término huésped se refiere
especificamente a las células infectadas, las células transfectadas con todo o parte de un genoma
del VHC, y los animales, en particular, los primates (incluidos los chimpancés) y los humanos.
En la mayoria de las aplicaciones animales de la presente invencion, el huésped es un paciente
humano. Sin embargo, las aplicaciones veterinarias, en ciertas indicaciones, estdn claramente
anticipadas por la presente invencion (tales como los chimpancés). El huésped puede ser, por

ejemplo, bovino, equino, aviar, canino, felino, etc.

Sustitucion isotopica

La presente invencion incluye compuestos y el uso del Compuesto 2 con sustituciones isotopicas
deseadas de atomos en cantidades superiores a la abundancia natural del isotopo, es decir, enriquecido.
Los iso6topos son atomos que tienen el mismo nimero atdmico pero diferentes nimeros de masa,
es decir, el mismo nimero de protones, pero un numero diferente de neutrones. A modo de
ejemplo general y sin limitacién, los isotopos de hidrégeno, por ejemplo, deuterio (*H) y tritio CH) se
pueden usar en cualquier lugar de las estructuras descritas. Alternativamente o ademads, se pueden usar
isotopos de carbono, ej., °C y “C. Una sustitucion isotopica preferida es deuterio para hidrogeno
en una o mas ubicaciones de la molécula para mejorar el rendimiento del farmaco. El deuterio se
puede unir en una ubicacion de rotura del enlace durante el metabolismo (un efecto de is6topo
cinético de deuterio a) o cerca del sitio de rotura del enlace (un efecto de iso6topo cinético de
deuterio ). Achillion Pharmaceuticals, Inc. (W0O/2014/169278 y W0O/2014/169280) describe la
deuteracion de nucleodtidos para mejorar su farmacocinética o farmacodinamica, incluso en la
posicion 5 de la molécula.

La sustitucion con isétopos tales como el deuterio puede proporcionar ciertas ventajas
terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabolica, tales como, por ejemplo, una vida
media in vivo aumentada o una reduccidon en los requisitos de dosificacion. La sustitucion de
deuterio por hidrégeno en un sitio de descomposicion metabdlica puede reducir la tasa o eliminar
el metabolismo en ese enlace. En cualquier posicion del compuesto en el que pueda estar presente un

atomo de hidrégeno, el atomo de hidrégeno puede ser cualquier isétopo de hidrogeno, incluido el protio
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(‘H), deuterio (*H) y tritio CH). Por lo tanto, en este documento se hace referencia a un compuesto
que abarca todas las formas isotopicas potenciales, a menos que el contexto indique claramente
lo contrario.

El término "andlogo isotopicamente etiquetado" se refiere a un analogo que es un "analogo
deuterado”, un "analogo marcado con C" o un "analogo deuterado/marcado con 13C". El término
"analogo deuterado" significa un compuesto descrito en el presente documento, en el que un isétopo H, es
decir, hidrogeno/protio ('H), esta sustituido por un isétopo H, es decir, deuterio (‘H). La sustitucion de
deuterio puede ser parcial o completa. La sustitucion parcial de deuterio significa que al menos
un hidrégeno esta sustituido por un deuterio. En ciertas modalidades, el isotopo es 90, 95 0 99%
o mas enriquecido en un isétopo en cualquier lugar de interés. En algunas modalidades, el
deuterio es 90, 95 o 99% enriquecido en una ubicacion deseada. A menos que se indique lo
contrario, la deuteracion es de al menos el 80% en la ubicacion seleccionada. La deuteracion del
nucledsido puede ocurrir en cualquier hidrogeno reemplazable que proporcione los resultados

deseados.

V. Métodos de tratamiento o profilaxis.

El tratamiento, como se usa en este documento, se refiere a la administracion del Compuesto 2 a
un huésped, por ejemplo, un ser humano que esta o puede infectarse con un virus del VHC.

El término "profilactico" o preventivo, cuando se usa, se refiere a la administracion del
Compuesto 2 para prevenir o reducir la probabilidad de que ocurra un trastorno viral. La presente
invencion incluye tanto tratamientos como terapias profildcticas o preventivas. En una modalidad,
el Compuesto 2 se administra a un huésped que ha estado expuesto y, por lo tanto, esta en riesgo de
infeccion por una infeccion por el virus de la hepatitis C.

La invencion esta dirigida a un método de tratamiento o profilaxis de un virus de la
hepatitis C, que incluye formas de VHC resistentes a fdrmacos y resistentes a multifirmacos y
estados de enfermedad, afecciones o complicaciones de una infeccion por el VHC, incluyendo
cirrosis y hepatotoxicidades relacionadas, asi como otras afecciones secundarias a una infeccion
por el VHC, tales como debilidad, pérdida de apetito, pérdida de peso, aumento de tamafio de los
senos (especialmente en hombres), salpullido (especialmente en las palmas de las manos),
dificultad para la coagulacion de la sangre, vasos sanguineos en forma de arafia en la piel,
confusion, coma (encefalopatia), acumulacion de liquido en la cavidad abdominal (ascitis),

varices esofagicas, hipertension portal, insuficiencia renal, aumento en el tamafio del bazo,
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disminucién de las células sanguineas, anemia, trombocitopenia, ictericia y cancer hepatocelular,
entre otros. El método consiste en administrar a un huésped que lo necesite, habitualmente un ser
humano, una cantidad efectiva de Compuesto 2 como se describe aqui, opcionalmente en combinacion
con al menos un agente bioactivo adicional, por ejemplo, un agente anti-VHC adicional, ademas en
combinacion con un aditivo y/o excipiente de soporte farmacéuticamente aceptable.

En atn otro aspecto, la presente invencion es un método para la prevencion o profilaxis de una
infeccion por VHC o un estado de enfermedad o estado de enfermedad relacionado o de seguimiento,
condicion o complicacion de una infeccion por VHC, que incluye cirrosis y hepatotoxicidades
relacionadas, debilidad, pérdida de apetito, pérdida de peso, aumento de tamafio de los senos
(especialmente en los hombres), salpullido (especialmente en las palmas de las manos), dificultad para
coagulacion de la sangre, vasos sanguineos en forma de arafia en la piel, confusion, coma (encefalopatia),
acumulacion de liquido en la cavidad abdominal (ascitis), varices esofdgicas, hipertension portal,
insuficiencia renal, aumento del tamafo del bazo, disminucion de las células sanguineas, anemia,
trombocitopenia, ictericia y cancer hepatocelular (higado), entre otros, dicho método comprende
administrar a un paciente en riesgo una cantidad eficaz del compuesto 2 como se describe anteriormente
en combinacidén con un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en
combinacion con otro agente anti-VHC. En otra modalidad, los compuestos activos de la invencion

se pueden administrar a un paciente después de un trasplante de higado relacionado con la
hepatitis para proteger el nuevo 6rgano.

En una modalidad alternativa, el Compuesto 2 se proporciona como la sal de hemisulfato de un
fosforamidato del Compuesto 1 diferente al fosforamidato especifico descrito en la ilustracion del
compuesto. Los expertos en la técnica conocen una amplia gama de fosforamidatos que incluyen
diversos ésteres y fosfoésteres, cualquier combinacion de los cuales puede usarse para
proporcionar un compuesto activo como se describe en el presente documento en forma de una

sal de hemisulfato.

VI.  Composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion

En un aspecto de la invencion, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencion comprenden una cantidad eficaz contra el virus del VHC del Compuesto 2 como se describe en
el presente documento, opcionalmente en combinacién con un vehiculo, aditivo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, ademas opcionalmente en combinacion o alternancia con al menos otro
compuesto activo. En una modalidad, la invencion incluye una forma de dosificacion solida del

Compuesto 2 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En un aspecto de la invencion, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencion comprenden una cantidad eficaz anti-VHC del Compuesto 2 descrito en el presente documento,
opcionalmente en combinacién con un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable,
ademas opcionalmente en combinacion con al menos otro agente antiviral, como un agente anti-VHC.

La invencion incluye composiciones farmacéuticas que incluyen una cantidad eficaz para tratar
una infeccion por el virus de la hepatitis C del Compuesto 2 de la presente invencion o profarmaco, en un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una modalidad alternativa, la invencion incluye
composiciones farmacéuticas que incluyen una cantidad eficaz para prevenir una infeccion por el virus de
la hepatitis C del Compuesto 2 de la presente invencion o profarmaco, en un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Un experto en la técnica reconocera que una cantidad terapéuticamente eficaz variara con
la infeccidon o afeccion que se va a tratar, su gravedad, el régimen de tratamiento a emplear, la
farmacocinética del agente utilizado, asi como el paciente o el sujeto (animal o humano) a tratar,
y tal cantidad terapéutica puede ser determinada por el médico o especialista a cargo.

El Compuesto 2 de acuerdo con la presente invencion se puede formular en una mezcla con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En general, es preferible administrar la composicion
farmacéutica en forma administrable por via oral, y en particular, una forma de dosificacion
solida tal como una pildora o tableta. Ciertas formulaciones pueden administrarse a través de una
via parenteral, intravenosa, intramuscular, topica, transdérmica, bucal, subcutanea, de supositorio
u otra, incluido el spray intranasal. Las formulaciones intravenosas e intramusculares a menudo
se administran en solucion salina estéril. Un experto en la técnica puede modificar las
formulaciones para hacerlas mas solubles en agua u otro vehiculo, por ejemplo, esto puede
lograrse facilmente mediante modificaciones menores (formulacion de sal, esterificacion, etc.)
que estan dentro de la experiencia habitual en el estado de la técnica. También esta dentro de las
habilidades rutinarias modificar la ruta de administracion y el régimen de dosificacion del Compuesto 2
con el fin de controlar la farmacocinética de los presentes compuestos para lograr un efecto beneficioso
maximo en los pacientes, como se describe con mas detalle en este documento.

En ciertas formas de dosificacion farmacéutica, se puede usar la forma de profarmaco de
los compuestos, incluyendo especialmente derivados acilados (acetilados u otros) y de éter
(alquilo y relacionados), ésteres de fosfato, tiofosforamidatos, fosforamidatos y diversas formas
de sal de los presentes compuestos para lograr el efecto deseado. Un experto habitual en la

técnica reconocerd como modificar facilmente los presentes compuestos a formas de profarmaco
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para facilitar el suministro de compuestos activos a un sitio objetivo dentro del organismo
huésped o paciente. El experto en la técnica también aprovechard los parametros
farmacocinéticos favorables de las formas de los profarmacos, cuando corresponda, al
administrar los presentes compuestos a un sitio objetivo dentro del organismo huésped o paciente
para maximizar el efecto deseado del compuesto.

La cantidad de Compuesto 2 incluida dentro de la formulacion terapéuticamente activa de
acuerdo con la presente invencion es una cantidad efectiva para lograr el resultado deseado de acuerdo
con la presente invencion, por ejemplo, para tratar la infeccion por VHC, reduciendo la probabilidad de
una infeccion por VHC o la inhibicion, reduccion y/o supresion del VHC o sus efectos secundarios,
incluidos los estados de enfermedad, afecciones y/o complicaciones que ocurren como consecuencia del
VHC. En general, una cantidad terapéuticamente eficaz del presente compuesto en una forma de
dosificacion farmacéutica puede variar de 0,001 mg/kg a 100 mg/kg aproximadamente por dia o
mas, mas a menudo, ligeramente menos de 0,1 mg/kg a mas de 25 mg/kg aproximadamente por
dia del paciente o considerablemente mas, dependiendo del compuesto utilizado, la afeccion o
infeccion tratada y la via de administracion. El Compuesto 2 se administra a menudo en cantidades
que van desde 0,1 mg/kg a 15 mg/kg aproximadamente por dia del paciente, dependiendo de la
farmacocinética del agente en el paciente. Este intervalo de dosificacion generalmente produce
concentraciones efectivas en el nivel de sangre del compuesto activo que pueden variar desde
0,001 a 100 aproximadamente, 0,05 a 100 microgramos/cc aproximadamente de sangre en el
paciente.

A menudo, para tratar, prevenir o retrasar la aparicion de estas infecciones y/o para reducir la
probabilidad de una infeccion por el virus del VHC o un estado patologico secundario, afeccion o
complicacion del VHC, el Compuesto 2 se administrara en una forma de dosificacion soélida en una
cantidad que va desde aproximadamente 250 microgramos hasta aproximadamente 800 miligramos o mas
al menos una vez al dia, por ejemplo, al menos 5, 10, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ,
450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 u 800 miligramos aproximadamente o mas, una vez, dos veces, tres o
hasta cuatro veces al dia, seglin las indicaciones del proveedor de atencion médica. El Compuesto 2 a
menudo se administra por via oral, pero puede administrarse por via parenteral, topica o en forma de
supositorio, asi como por via intranasal, como un aerosol nasal o como se describe aqui de otra manera.
Mas generalmente, el Compuesto 2 se puede administrar en una tableta, capsula, inyeccion, formulacion
intravenosa, suspension, liquido, emulsion, implante, particula, esfera, crema, pomada, supositorio, forma

inhalable, forma transdérmica, bucal, sublingual, topica, gel, mucosa, y similares.
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Cuando una forma de dosificacion en el presente documento se refiere a una dosis de miligramo
en peso, se refiere a la cantidad de Compuesto 2 (es decir, el peso de la sal de hemisulfato) a menos que
se especifique lo contrario.

En ciertas modalidades, la composicion farmacéutica esta en una forma de dosificacion que
contiene de 1 mg a 2000 mg aproximadamente, de 10 mg a 1000 mg aproximadamente, de 100 mg a 800
mg aproximadamente, de 200 mg a 600 mg aproximadamente, de 300 mg a 500 mg aproximadamente, o
de 400 mg a 450 mg aproximadamente del Compuesto 2 en una forma de dosificacion unitaria. En ciertas
modalidades, la composiciéon farmacéutica esta en una forma de dosificacion, por ejemplo en una forma
de dosificacion solida, que contiene hasta aproximadamente 10, aproximadamente 50, aproximadamente
100, aproximadamente 125, aproximadamente 150, aproximadamente 175, aproximadamente 200,
aproximadamente 225, aproximadamente 250, aproximadamente 275, aproximadamente 300,
aproximadamente 325, aproximadamente 350, aproximadamente 375, aproximadamente 400,
aproximadamente 425, aproximadamente 450, aproximadamente 475, aproximadamente 500,
aproximadamente 525, aproximadamente 550, aproximadamente 575, aproximadamente 600,
aproximadamente 625, aproximadamente 650, aproximadamente 675, aproximadamente 700,
aproximadamente 725, aproximadamente 750, aproximadamente 775, aproximadamente 800,
aproximadamente 825, aproximadamente 850, aproximadamente 875, aproximadamente 900,
aproximadamente 925, aproximadamente 950, aproximadamente 975 o aproximadamente 1000 mg o mas
del Compuesto 2 en una forma de dosificacion unitaria. En una modalidad, el Compuesto 2 se administra
en una forma de dosificacion que administra al menos aproximadamente 300 mg. En una modalidad, el
Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que administra al menos aproximadamente 400
mg. En una modalidad, el Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que administra al
menos aproximadamente 500 mg. En una modalidad, el Compuesto 2 se administra en una forma de
dosificacion que administra al menos aproximadamente 600 mg. En una modalidad, el Compuesto 2 se
administra en una forma de dosificacién que administra al menos aproximadamente 700 mg. En una
modalidad, el Compuesto 2 se administra en una forma de dosificacion que administra al menos
aproximadamente 800 mg. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 12 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 10 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 8 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 6 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 4 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante al menos 4 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez al

dia durante al menos 6 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una vez
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al dia durante al menos 8 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos una
vez al dia durante al menos 10 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos
una vez al dia durante al menos 12 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al
menos cada dos dias durante hasta 12 semanas, hasta 10 semanas, hasta 8 semanas, hasta 6 semanas o
hasta 4 semanas. En ciertas modalidades, el Compuesto 2 se administra al menos cada dos dias durante al
menos 4 semanas, al menos 6 semanas, al menos 8 semanas, al menos 10 semanas o al menos 12
semanas. En una modalidad, al menos una vez al dia se administran al menos unos 600 mg del
Compuesto 2 durante hasta 6 semanas. En una modalidad, al menos una vez al dia se administran al
menos unos 500 mg del Compuesto 2 durante hasta 6 semanas. En una modalidad, al menos una vez al
dia se administran al menos unos 400 mg del Compuesto 2 durante hasta 6 semanas. En una modalidad, al
menos 300 mg de Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia durante hasta 6 semanas. En una
modalidad, al menos 200 mg de Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia durante hasta 6
semanas. En una modalidad, al menos 100 mg de Compuesto 2 se administra al menos una vez al dia
durante hasta 6 semanas.

El metabolito 1-6 es el trifosfato activo del Compuesto 2, pero el metabolito 1-6 no se puede
medir en plasma. Un sustituto para el metabolito 1-6 es el metabolito 1-7. El metabolito 1-7 es un
metabolito nucledsido medible en plasma y, por lo tanto, es una indicacion de las concentraciones
intracelulares del metabolito 1-6. Para obtener la actividad antiviral maxima del VHC, una forma de
dosificacion del Compuesto 2 debe alcanzar un metabolito 1-7 en una concentracién minima en el estado
estacionario (C,4, ss) que exceda el valor ECys del Compuesto 2. Como se muestra en la FIG. 24, el ECy;s
del Compuesto 1 contra los aislamientos clinicos de GT1, GT2, GT3 y GT4 es menor que 25 ng/mL (los
valores del Compuesto 1 ECys y el Compuesto 2 ECys son los mismos). En una modalidad, se administra
una forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (Cy4, )
del metabolito 1-7 que esta entre 15 y 75 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (Cy4, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 20 y 60 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (Cy4, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 30 y 60 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (Cy4, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 20 y 50 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (C,q, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 30 y 50 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (C,q, ) del

metabolito 1-7 que esta entre 20 y 45 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
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forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (C,q, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 20 y 30 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (C,q, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 20 y 35 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, se administra una
forma de dosificacion del Compuesto 2 que logra una concentracion minima en estado estable (C,q, ) del
metabolito 1-7 que esta entre 20 y 25 ng/mL aproximadamente. Las formas de dosificacion aproximadas
son + 10% de la concentracién minima en el estado estacionario.

En una modalidad, el Compuesto 2 se dosifica en una cantidad que logra un AUC del metabolito
1-7 (area bajo la curva) de entre 1.200 y 3.000 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, el
Compuesto 2 se dosifica en una cantidad que logra un AUC del metabolito 1-7 de entre 1.500 y 3.000
ng/mL aproximadamente. En una modalidad, el Compuesto 2 se dosifica en una cantidad que logra un
AUC del metabolito 1-7 de entre 1.800 y 3.000 ng/mL aproximadamente. En una modalidad, el
Compuesto 2 se dosifica en una cantidad que logra un AUC del metabolito 1-7 de entre 2.100 y 3.000
ng/mL aproximadamente. En una modalidad preferida, el Compuesto 2 se dosifica en una cantidad que
logra un AUC del metabolito 1-7 de 2,200 ng*h/mL aproximadamente. Las formas de dosificacion
aproximadas son + 10% del AUC.

En el caso de la administracion conjunta del Compuesto 2 en combinacion con otro compuesto
anti-VHC como se describe aqui de otra manera, la cantidad de Compuesto 2 de acuerdo con la presente
invencion que se administrara oscila entre 0,01 mg/kg del paciente a 800 mg/kg aproximadamente o mas
del paciente o considerablemente mas, dependiendo del segundo agente a coadministrarse y su potencia
contra el virus, el estado del paciente y la gravedad de la enfermedad o infeccion a tratar y la via de
administracion. El otro agente anti-VHC puede administrarse, por ejemplo, en cantidades que
varian desde 0,01 mg/kg a 800 mg/kg aproximadamente. Ejemplos de cantidades de dosificacion
del segundo agente activo son cantidades que van desde 250 microgramos hasta 750 mg
aproximadamente o mas al menos una vez al dia, por ejemplo, al menos aproximadamente 5, 10,
20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, u 800 miligramos o mas,
hasta cuatro veces al dia. En ciertas modalidades preferidas, el Compuesto 2 puede administrarse a
menudo en una cantidad que oscila entre 0,5 mg/kg a 50 mg/kg aproximadamente o mas (generalmente
hasta 100 mg/kg aproximadamente), generalmente dependiendo de la farmacocinética de los dos agentes
en el paciente. Estos rangos de dosificacion generalmente producen concentraciones efectivas en
el nivel de sangre del compuesto activo en el paciente.

Para los fines de la presente invencién, una cantidad eficaz profilacticamente o

preventiva de las composiciones de acuerdo con la presente invencion se encuentra dentro del
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mismo intervalo de concentracion como se expuso anteriormente para una cantidad
terapéuticamente eficaz y es usualmente la misma que una cantidad terapéuticamente eficaz.

La administracion del Compuesto 2 puede variar de administracion continua (goteo intravenoso)
a varias administraciones orales o intranasales por dia (por ejemplo, Q.LLD.) o administracion
transdérmica y puede incluir administracion oral, tdpica, parenteral, intramuscular, intravenosa,
subcutanea, transdérmica (que puede incluir un agente de mejora de la penetracion), administracion bucal
y de supositorios, entre otras vias de administracion. Los comprimidos orales con recubrimiento
entérico también se pueden usar para mejorar la biodisponibilidad de los compuestos para una
via de administracion oral. La forma de dosificacion mas efectiva dependera de la
biodisponibilidad/farmacocinética del agente particular elegido, asi como de la gravedad de la
enfermedad en el paciente. Las formas de dosificacion oral son particularmente preferidas,
debido a la facilidad de administracion y al posible cumplimiento favorable por parte del
paciente.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion, una
cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto 2 de acuerdo con la presente invencion a menudo se
mezcla intimamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable de acuerdo con técnicas de
composicion farmacéutica convencionales para producir una dosis. Un vehiculo puede tomar una
amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la
administracion, ej., oral o parenteral. En la preparacion de composiciones farmacéuticas en
forma de dosificacion oral, se puede usar cualquiera de los medios farmacéuticos habituales. Por
lo tanto, para preparaciones orales liquidas tales como suspensiones, elixires y soluciones, se
pueden usar vehiculos y aditivos adecuados que incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes,
agentes aromatizantes, conservantes, agentes colorantes y similares. Para preparaciones orales
solidas como polvos, tabletas, cdpsulas y preparaciones soélidas tales como supositorios,
vehiculos y aditivos adecuados que incluyen almidones, se pueden utilizar vehiculos de azucar,
como dextrosa, manifold, lactosa y vehiculos relacionados, diluyentes, agentes de granulacion,
lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares. Si se desea, las tabletas o capsulas
pueden ser de recubrimiento entérico o de liberacion sostenida por técnicas estandar. El uso de
estas formas de dosificacion puede mejorar significativamente la biodisponibilidad de los
compuestos en el paciente.

Para formulaciones parenterales, el vehiculo usualmente comprendera agua estéril o

solucion acuosa de cloruro de sodio, aunque también se pueden incluir otros ingredientes,
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incluyendo aquellos que ayudan a la dispersion. Por supuesto, cuando se utiliza agua estéril y se
mantiene como estéril, las composiciones y los vehiculos también deben esterilizarse. También
se pueden preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear vehiculos liquidos,
agentes de suspension apropiados y similares.

Las suspensiones liposomales (que incluyen liposomas dirigidos a antigenos viricos)
también pueden prepararse mediante métodos convencionales para producir vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Esto puede ser apropiado para el suministro de nucledsidos libres,
nucledsidos de acilo/alquilo o formas profarmaco de éster de fosfato de los compuestos de
nucleosidos de acuerdo con la presente invencion.

En modalidades tipicas de acuerdo con la presente invencion, el Compuesto 2 y las

composiciones descritas se usan para tratar, prevenir o retrasar una infeccion por VHC o un estado

patologico secundario, afeccion o complicacion del VHC.

VII  Terapia de combinacion y alternancia
Es bien sabido que pueden surgir variantes de virus resistentes a los fArmacos después de
un tratamiento prolongado con un agente antiviral. La resistencia al firmaco a veces ocurre por
la mutacién de un gen que codifica una enzima utilizada en la replicacion viral. La eficacia de
un farmaco contra una infeccion por VHC puede prolongarse, aumentarse o restablecerse
administrando el compuesto en combinacion o alternando con otro, y quizas incluso con dos o
tres compuestos antivirales mas que inducen una mutacion diferente o actiian a través de una ruta
diferente, a la del farmaco principal. Alternativamente, la farmacocinética, bio distribucion, vida
media u otro parametro del farmaco se pueden alterar con dicha terapia de combinacion (que
puede incluir una terapia de alternancia si se considera concertada). Dado que el Compuesto 2
describe un inhibidor de la polimerasa NS5B, puede ser util para administrar el compuesto un huésped en
combinacion con, por ejemplo, un
(1) Inhibidor de proteasa, tal como un inhibidor de proteasa NS3/4A;
(2) Inhibidor de NS5A;
3) Otro inhibidor de la polimerasa NS5B;
(4) Inhibidor no sustrato NS5B;
(%) Interferon alfa-2a, que puede estar pegilado o modificado de otra manera,
y/o ribavirina;
(6) Inhibidor no basado en sustrato;
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(7) Inhibidor de helicasa;

(8) Oligodesoxinucle6tido antisentido (S-ODN);

9) Aptamer;

(10) Ribozima resistente a nucleasas;

(11)  ARNj, incluyendo ARNmicro y ARNS;H;

(12)  Anticuerpo, anticuerpo parcial o anticuerpo de dominio al virus, o

(13)  Antigeno viral o antigeno parcial que induce una respuesta de anticuerpos

del huésped.

Ejemplos no limitantes de agentes anti-VHC que pueden administrarse en combinacioén con el Compuesto
2 de la invencion, solos o con multiples farmacos de esta lista, son

(i) inhibidores de la proteasa como telaprevir (Incivek™), boceprevir (Victrelis™),
simeprevir (Olysio™™), paritaprevir (ABT-450), glecaprevir (ABT-493), ritonavir
(Norvir), ACH-2684, AZD-7295, BMS-791325, danoprevir, Filibuvir, GS-9256, GS-
9451, MK-5172, Setrobuvir, Sovaprevir, Tegobuvir, VX-135, VX-222, y, ALS-220;

(i1) Inhibidor de NS5A tal como ACH-2928, ACH-3102, IDX-719, daclatasvir,
ledispasvir, velpatasvir (Epclusa), elbasvir (MK-8742), grazoprevir (MK-5172), y
Ombitasvir (ABT-267);

(ii1) Inhibidores de NS5B tales como AZD-7295, Clemizol, dasabuvir (Exviera), ITX-5061, PPI-
461, PPI-688, sofosbuvir (Sovaldi®), MK-3682 y mericitabina;

(iv) Inhibidores NS5B inhibitors tales como ABT-333, y MBX-700;

(v) Anticuerpo tal como GS-6624;

(vi) Farmacos combinados tales como Harvoni (ledipasvir/sofosbuvir); Viekira Pak
(ombitasvir/paritaprevir/ritonavir/dasabuvir); Viekirax
(ombitasvir/paritaprevir/ritonavir); G/P (paritaprevir y glecaprevir); Technivie
(ombitasvir/ paritaprevir/ritonavir) y Epclusa (sofosbuvir/velpatasvir) y Zepatier

(elbasvir y grazoprevir).

Si el Compuesto 2 se administra para tratar el virus de la hepatitis C avanzada que conduce a
cancer de higado o cirrosis, en una modalidad, el compuesto se puede administrar en combinacion o
alternancia con otro farmaco que se usa tipicamente para tratar el carcinoma hepatocelular (HCC), por
ejemplo, como se describe por Andrew Zhu en "Nuevos Agentes en el Horizonte en Carcinoma

Hepatocelular" Avances Terapéuticos en Oncologia Médica, V 5 (1), enero de 2013, 41-50. Los
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ejemplos de compuestos adecuados para la terapia de combinacion donde el huésped tiene o estd
en riesgo de HCC incluyen agentes anti-angiogénicos, sunitinib, brivanib, linifanib,
ramucirumab, bevacizumab, cediranib, pazopanib, TSU-68, lenvatinib, anticuerpos contra

EGFR, inhibidores de mTor, Inhibidores de MEK, e inhibidores de decetilacion de histonas.

EJEMPLOS
Métodos Generales

Los espectros de NMR 'H, F y *'P se registraron en un espectrometro Briicker de la
transformada de Fourier de 400 MHz. Los espectros se obtuvieron DMSO-ds a menos que se indique lo
contrario. Las multiplicidades de spin se indican mediante los simbolos s (singlete), d (doblete), t
(triplete), m (multiplete) y br (ancho). Las constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hz. Las
reacciones se llevaron a cabo generalmente bajo una atmoésfera de nitrogeno seco usando
disolventes anhidros Sigma-Aldrich. Todos los productos quimicos comunes fueron comprados

de fuentes comerciales.

Las siguientes abreviaturas se utilizan en los ejemplos:
AUC: Area bajo la curva
C,4: Concentracion del farmaco en plasma a las 24 horas.
Caass: Concentracion a las 24 horas después de la dosificacion en estado estable.
Cmax: Concentracion maxima del firmaco alcanzado en plasma.
DCM: Diclorometano
EtOAc. Acetato de Etilo
EtOH Etanol
HPLC: Cromatografia liquida de alta presion
NaOH Hidréxido soédico
Na,SOg4: Sulfato de sodio (anhidro)
MeCN: Acetonitrilo
MeNH,: Metilamina
MeOH: Metanol
Na,SOy4: Sulfato sodico
NaHCOs5: Bicarbonato de sodio
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NH4CI: Cloruro de amonio

NH4OH: Hidroxido de amonio

PE: Eter de petroleo

Ph;P: Trifenilfosfina

RH: humedad relativa

Gel de silice (malla 230 a 400, absorbente)
t-BuMgCl: cloruro de t-butilmagnesio

Thax: Tiempo en que se alcanza la Cy.
THF: Tetrahidrofurano (THF), anhidro
TP: Trifosfato

Ejemplo 1. Sintesis del Compuesto 1

Esquema 2 Cl
CHs
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o Gk AL v
- . ——
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Paso 1: Sintesis de (2R,3R,4R,5R)-5-(2-Amino-6-(metilamino) -9H-purin-9-il) -4-fluoro-2-
(hidroximetil) -4-metiltetrahidrofurano-3- ol (2-2)

Un matraz de 50 L se cargd con metanol (30 L) y se agitdo a 10 + 5 °C. NH,CHj; (3,95 kg) se
ventild lentamente en el reactor a 10 + 5 °C. EI Compuesto 2-1 (3,77 kg) se agregé en lotesa 20+ 5 °Cy
se agitd durante 1 hora para obtener una solucion transparente. La reaccion se agitd durante 6 a 8
horas adicionales, momento en el que la HPLC indicé que el producto intermedio era menos del
0,1% de la solucion. El reactor se carg6 con NaOH soélido (254 g), se agité durante 30 minutos y se
concentrd a 50 + 5 °C (grado de vacio: -0,095). El residuo resultante se cargd con EtOH (40 L) y se
suspendi6 nuevamente durante 1 hora a 60 °C. Luego, la mezcla se filtr6 a través de celite y la torta del
filtrado se suspendié nuevamente con EtOH (15 L) durante 1 hora a 60 °C. El filtrado se filtr6 una vez
mas, se combiné con el filtrado de la filtracion anterior y luego se concentré a 50 + 5 °C (grado de vacio:
-0.095). Se precipitd una gran cantidad de sélido. Se agregdé EtOAc (6 L) al residuo solido y la
mezcla se concentrd a 50 + 5 °C (grado de vacio: -0,095). Luego se agregé DCM al residuo y la mezcla
se volvid a suspender a reflujo durante 1 hora, se enfrio a temperatura ambiente, se filtro y se seco a 50 +
5 °C en un horno de vacio para proporcionar el compuesto 2-2 como un sélido blancuzco. (1.89 Kg,
95.3%, pureza del 99.2%).

Método Analitico para el Compuesto 2-2: La pureza del compuesto 2-2 (15 mg) se obtuvo
utilizando un sistema de HPLC Agilent 1100 con una columna Agilent Poroshell de 4 micras 120 EC-C18
de 4,6 x 150 mm con las siguientes condiciones: Tasa de flujo de 1 ml/min, leido a 254 nm,
temperatura de la columna a 30 °C, volumen de inyeccion de 15 pL y tiempo de ejecucion de 31
minutos. La muestra se disolvid en acetonitrilo - agua (20:80) (v/v). El método de gradiente se

muestra a continuacion.

Tiempo (min): A% (0.05 TFA en agua) B% (Acetonitrilo)
0 95 5
8 80 20
13 50 50
23 5 95
26 5 95
26.1 95 5
31 95 5

Paso 2: Sintesis de isopropil(($)-(((2R,3R.,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metilamino)-9H-purin-9-il)-
4-fluoro-3-hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil)-L-alaninato

(Compuesto 1)
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El compuesto 2-2 y el compuesto 2-3 (isopropilo ((perfluorofenoxi)(fenoxi)fosforil) -L-alaninato)
se disolvieron en THF (1 L) y se agitaron bajo nitrogeno. Luego, la suspension se enfridé a una
temperatura inferior a -5 © C y se agregd lentamente una solucion 1,7 M de solucion de t-BuMgCl (384
ml) durante 1,5 horas mientras se mantenia una temperatura de 5-10 °C. Se agrego6 una solucion de NH4Cl
(2 L) y agua (8 L) a la suspension a temperatura ambiente, seguido de DCM. La mezcla se agitd durante 5
minutos antes de agregar una solucion acuosa al 5% de K,CO; (10 L) y la mezcla se agité durante 5
minutos adicionales antes de filtrar a través de diatomita (500 g). La diatomita se lavdé con DCM vy el
filtrado se separd. La fase organica se lavd con una solucion acuosa de K,CO; al 5% (10 L x 2),
salmuera (10 1 x 3) y se secod sobre Na,SO,4 (500 g) durante aproximadamente 1 hora. Mientras tanto,
todo este proceso se repitid 7 veces en paralelo y se combinaron los 8 lotes. Las fases organicas se
filtraron y se concentraron a 45 + 5 °C (grado de vacio de 0.09 Mpa). Se afiadid EtOAc y la mezcla se
agito durante 1 hora a 60 °C y luego a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se filtro
luego y se lavo con EtOAc (2 L) para proporcionar el Compuesto 1 en bruto. El material en bruto se
disolvié en DCM (12 L), se agreg6 heptano (18 L) a 10-20 °C y la mezcla se dejo agitar durante
30 minutos a esta temperatura. La mezcla se filtro, se lavo con heptano (5 L) y se seco a 50+ 5°C para
proporcionar el Compuesto 1 puro (1650 g, 60%).

Método Analitico para el Compuesto 1: La pureza del Compuesto 1 (25 mg) se obtuvo
utilizando un sistema de HPLC Agilent 1100 con una columa Waters XTerra Phenyl 5p 4,6 * 250 mm
con las siguientes condiciones: Tasa de flujo de 1 ml/min, leido a 254 nm, temperatura de la
columna a 30 °C, volumen de inyeccion de 15 pL y tiempo de ejecucion de 25 minutos. La

muestra se disolvio en acetonitrilo - agua (50:50) (v/v). El método de gradiente se muestra a

continuacion.
Tiempo A% (0.1% H;PO, en agua) B% (Acetonitrilo)
(min):
0 90 10
20 20 80
20.1 90 10
25 90 10

Ejemplo 2. Caracterizacion del Compuesto 1 Amorfo y Cristalino

El compuesto 1 amorfo y el Compuesto 1 cristalino se analizaron inicialmente mediante XRPD,
'HNMR y HPLC. Los patrones de XRPD para ambos compuestos se muestran en la FIG. 1A y las
trazas de HPLC para determinar la pureza se muestran en las Figs. 1B y 2A, respectivamente. La

Tabla 1 es una lista de picos del XRPD del Compuesto 1 cristalino y la Tabla 2 es una lista de los tiempos
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de retencion relativos (RTT) de las trazas de HPLC. El compuesto 1 amorfo tenia una pureza del 98,61%
y el compuesto 1 cristalino tenia una pureza del 99,11%. Ambos compuestos eran un sélido blanco.
La FIG. 2B son los graficos TGA y DSC del Compuesto 1 cristalino. Para el Compuesto 1 cristalino, se
observo una endotermia a 88,6 °C y hubo una pérdida de masa del 7,8% entre 80y 110 °C.

Una muestra del Compuesto 1 se recristalizd en EtOAc/hexano y se extrajo con ORTEP. La
estructura absoluta del Compuesto 1 se confirmé mediante la recristalizacion de un solo cristal. La FIG.
3 es el dibujo ORTEP del Compuesto 1. Los datos de cristal y los datos de medicion se muestran en
la Tabla 3. La estereoquimica absoluta del Compuesto 1 basada en la cristalografia de rayos X se

muestra a continuacion:

un-CHs
N A
N
¢ ]
e N N/)\NHZ

Los datos de DSC se recolectaron en un Instrumento TA Q2000 equipado con un
muestreador automatico de 50 posiciones. La calibraciéon de la capacidad térmica se llevo a cabo
usando zafiro y la calibracion para energia y temperatura se llevdo a cabo usando indio
certificado. Tipicamente, aproximadamente 3 mg de cada muestra, en una bandeja de aluminio
con orificios, se calentdo a 10 °C/min desde 25 °C hasta 200 °C. Se mantuvo una purga de
nitrogeno seco a 50 ml/min sobre la muestra. El software de control del instrumento fue
Advantage para Q Series v2.8.0.394 y Thermal Advantage v5.5.3 y los datos se analizaron
utilizando Universal Analysis v4.5A.

Los datos de TGA se recolectaron en un Instrumento TA Q500 TGA, equipado con un
muestreador automatico de 16 posiciones. El instrumento se calibrd a temperatura utilizando
Alumel y Niquel certificados. Tipicamente, se cargaron 5-10 mg de cada muestra en una bandeja
DSC de aluminio previamente tarada y se calentaron a 10 °C/min desde la temperatura ambiente
a 350 °C. Se mantuvo una purga de nitrégeno a 60 ml/min sobre la muestra. El software de
control del instrumento fue Advantage para Q Series v2.5.0.256 y Thermal Advantage v5.5.3 y

los datos se analizaron utilizando Universal Analysis v4.5.
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Compuesto 1 amorfo (1-1):

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.01 - 1.15 (m, 9 H), 1.21 (d, /=7.20 Hz, 3 H), 2.75 - 3.08
(m, 3 H), 3.71 - 387 (m, 1 H), 402 - 413 (m, 1 H), 422 - 453 (m, 3 H),
481 (s, 1 H), 5.69 - 586 (m, 1 H), 6.04 (br d, J/=19.33 Hz, 4 H), 7.12 - 7.27 (m, 3 H),
7.27-7.44 (m, 3 H), 7.81 (s, 1 H)

Compuesto Cristalino 1 (1-2):

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 0.97 - 1.16 (m, 16 H), 1.21 (d, J=7.07 Hz, 3 H),
2.87 (br s, 3 H), 3.08 (s, 2 H), 3.79 (br d, J=7.07 Hz, 1 H), 4.08 (br d, J=7.58 Hz, 1 H),
4.17 - 455 (m, 3 H), 4.81 (quin, J=6.25 Hz, 1 H), 5.78 (br s, 1 H), 591 - 6.15 (m, 4 H),
7.10 - 7.26 (m, 3 H), 7.26 - 7.44 (m, 3 H), 7.81 (s, 1 H)

Tabla 1. Lista de picos para el Compuesto 1 cristalino

Anégzl:)lo/ d espz:ilado / I;Zeclls;ﬁ?(:ls / Intensidad /%
6.03 14.64 1005 39.0
7.36 12.00 315 12.2
7.94 11.13 1724 66.9
9.34 9.47 2500 97.0
9.51 9.29 860 334
9.77 9.05 1591 61.8
11.08 7.98 2576 100.0
12.02 7.36 171 6.6
12.95 6.83 319 12.4
13.98 6.33 241 9.4
14.30 6.19 550 21.4
14.69 6.03 328 12.7
15.20 5.82 2176 84.5
15.94 5.56 1446 56.1
16.75 5.29 1009 39.2
17.29 5.13 700 27.2
17.72 5.00 1213 47.1
18.11 4.89 1565 60.8
18.46 4.80 302 11.7
18.89 4.69 385 14.9
19.63 4.52 636 24.7
20.37 4.36 1214 47.1
20.74 428 1198 46.5
21.24 4.18 640 24.8
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22.31 3.98 961 373
22.88 3.88 806 31.3
23.43 3.79 355 13.8
24.08 3.69 573 22.2
24.49 3.63 159 6.2
25.00 3.56 351 13.6
25.36 3.51 293 11.4
26.09 3.41 235 9.1
26.26 3.39 301 11.7
26.83 3.32 696 27.0
27.35 3.26 436 16.9
27.46 3.25 363 14.1
28.07 3.18 200 7.8
28.30 3.15 195 7.6
28.82 3.10 599 233
29.85 2.99 217 8.4
30.26 2.95 186 7.2
30.75 291 333 12.9
31.12 2.87 149 5.8
31.85 2.81 238 9.2
33.28 2.69 261 10.1
34.77 2.58 171 6.6
35.18 2.55 175 6.8
36.83 2.44 327 12.7
37.41 2.40 172 6.7

Tabla 2. Tiempos de Retencion Relativos de cromatografias de HPLC de Compuesto 1 Amorfo y

Compuesto 1 Cristalino

Compuesto 1 amorfo | Compuesto 1 cristalino

RRT Area % RRT Area %
0.48 0.15 0.48 0.17
0.51 0.04 0.48 0.17
0.48 0.15 0.94 0.12
0.51 0.04 1.00 99.11
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0.94 0.13 1.04 0.22
0.98 0.21 1.37 0.07
1.00 98.61
1.04 0.29
1.37 0.31

Tabla 3. Medicion de cristal y datos del Compuesto 1

Precision de Enlace

C-C =0.0297A, longitud de onda = 1.54184

Célula a=10.1884(3) b=28.6482(9) c=12.9497(5)
alfa=90 beta=113.184(4) gamma=90
Temperatura 150K
Calculado Reportado
Volumen 3474.5(2) 3474.5(2)
Grupo espacial P21 P1211
Grupo Hall P 2yb P 2yb
Formula de Fraccion C24 H34FN707P 2(C24 H34 F N7 O7 P)
Formula de Suma C24 H34FN707P C48 H68 F2 N14 O14 P2
Mr 582.55 1165.10
Dx, gcm’ 1.114 1.114
V4 4 2
Mu (mm’) 1.139 1.139
F000 1228.0 1228.0
F000° 1233.21
h, K, lmax 12,34,15 12,34,15
Nief 12742 [ 6510] 8259
Tmin> Tmax 0.790, 0.815 0.808, 1.000
Tinin 0,716

Método de Correccion

# Limites de T Reportados: Tpin = 0.808 Tpax = 1.00

AbsCorr MULTI-SCAN
Integridad de los Datos 1.27/0.65
Theta (max) 68,244
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R (reflexiones) 0.2091 (7995)
wR2 (reflexiones) 0.5338 (8259)
S 2,875
Npar 716

Esta caracterizacion inicial fue seguida por el almacenamiento a 25 °C/60% de humedad
relativa (HR) durante 14 dias con analisis por HPLC y XRPD después de 7 y 14 dias. La FIG.
4A es el XRPD después de 14 dias a 25 °C/60% (HR). El Compuesto 1 amorfo (muestra 1-1)

permanecid poco cristalino, mientras que el Compuesto 1 cristalino (muestra 1-2) retuvo su cristalinidad,

pero ambos compuestos fueron estables después de 14 dias a 25 °C/60% (HR).

Ejemplo 3. Formacion del Compuesto 4 de Sal de Oxalato
Inicialmente, la sal de oxalato del Compuesto 1, Compuesto 4, se form6 mezclando la sal oxalica
con disolvente (5 vol, 100 uL) y permitiendo que cualquier solucidon se evapore a temperatura ambiente.

Cualquier suspension se maduro6 (temperatura ambiente - 50 °C) durante 3 horas y se accedio a la

cristalinidad.
CH-
HN- P
M ,f'LbN
) ¢
CHy O \ j 2l
H.Co O - P /A{D N7 NT“NH;
YO ONTYo CHz
CHy © e o

(:—_-_\ HO l HO L ,LxOH

4" Compuesto 4

La Tabla 4 muestra los diferentes solventes utilizados en la produccion del Compuesto 4. Todos
los disolventes, excepto dos (ciclohexano y n-heptano) produjeron productos cristalinos. A pesar de la
alta cristalinidad y solubilidad del Compuesto 4, las sales de oxalato no son aceptables para el desarrollo

clinico debido a la posible formacion de calculos renales y se exploraron otras sales del Compuesto 1.

Tabla 4. Formacion del Compuesto 4 de oxalato

Disolvente: Observacion posterior a la Observacion después de la
adicion de acido maduracion/evaporacion.
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a temperatura ambiente.

EtOH Solucion OXA - Forma 1
IPA Solucion OXA - Forma 1
Acetona Solucion OXA - Forma 1
MEK Solucion OXA - Forma 1
EtOAc Suspension OXA -Forma 1
iPrOAc Suspension OXA - Forma 1
THF Solucion OXA - Forma 1
Tolueno Solucion OXA - Forma 1
MeCN Solucion OXA - Forma 1
IPA: 10% de agua Solucion OXA - Forma 1
TBME Suspension OXA - Forma 1

Ciclohexano Suspension Amorfa

n-Heptano Suspension Amorfa

Ejemplo 4. Compuestos de Sal de Compuesto 1 Amorfo
Dado que el compuesto 4 de sal de oxalato (Ejemplo 3) no se pudo llevar a cabo en ensayos

clinicos debido a su potencial para formar calculos renales, se formaron sales amorfas del Compuesto 1
con los contraiones enumerados en la Tabla 5. El Compuesto 1 se disolvié en z-butanol (20 vol, 6 ml) y
la solucion se tratd con los contraiones de acido (1 equivalente para cada muestra, excepto la muestra 1-9,
que tenia 0,5 equivalentes de sulfato). Las muestras se congelaron luego con el disolvente eliminado
por liofilizacién. El solido residual en las muestras 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8 y 1-9 se analiz6

inicialmente por XRPD y HPLC.

Tabla 5. Detalles de 1a formacion de sal amorfa.

ID dela Detalles de la Detalles de la Observacion NMR
Muestra muestra solucion madre
1-4 HCI(1:1) THF 1M Solido blanco 3 protones menos
~ 0.3 eq t-BuOH
1-5 Sulfurico (1: 1) THF 1M Soélido blanco 3 protones menos
~ 0.3 eq t-BuOH
1-6 Fumarico (1:1) MeOH:THF Sélido vidrioso 1.05 eq de acido
(1:1) 0.5M fumarico
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0.84 eq -BuOH

1-7 Benzoico (1: THF S6lido blanco 1.0 eq acido benzoico
D) IM 0.34 eq t-BuOH
1-8 Succinico MeOH Sélido blanco ~l.leq acido
1:1 1M : succinico
- Pegajose 0.37 eq -BuOH
- Sulfurico o 3 protones menos
19 0.5: 1 Tllg,f S6lido blanco ~0.3 eq t-BuOH
acido:
API)

Se tomaron los espectros de 'HNMR para todas las muestras.

Muestra 1-4, sal de HC1 (1: 1):

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm 0.93 - 139 (m, 16 H), 2.97 (br s, 2 H),
3.70 - 3.88 (m, 1 H), 4.10 (br s, 1 H), 4.18 - 4.49 (m, 3 H), 4.70 - 4.88 (m, 1 H), 5.71 - 5.94 (m, 1
H), 6.07 (br d, J=19.07 Hz, 2 H), 7.14 - 727 (m, 3 H), 729 - 7.44 (m, 2 H),
7.83-8.19 (m, 1 H)

Muestra 1-5, sal sulfarica (1: 1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.97 - 1.38 (m, 15 H), 2.96 (br s, 2 H), 4.06 - 4.18 (m, 1
H), 4.19 - 4.49 (m, 3 H), 4.66 - 491 (m, 1 H), 5.70 - 5.95 (m, 1 H), 5.96 - 6.16 (m, 2 H), 7.10 -
7.27 (m, 3 H), 7.30 - 7.43 (m, 2 H), 7.88 - 8.19 (m, 1 H)

Muestra 1-6, sal fumarica (1: 1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 095 - 131 (m, 21 H), 2.87 (br s, 3 H),
3.79 (br d, J/=7.20 Hz, 1 H), 4.01 - 4.13 (m, 1 H), 4.16 - 4.23 (m, 1 H), 4.16 - 4.24 (m, 1 H), 4.20
(s, 1 H), 418 - 423 (m, 1 H), 424 - 452 (m, 1 H), 424 - 452 (m, 1 H),
424 - 449 (m, 1 H), 4.72 - 488 (m, 1 H), 5.68 - 5.86 (m, 1 H), 6.04 (br d, /=19.33 Hz, 4 H),
6.63 (s, 1 H), 6.61 - 6.66 (m, 1 H), 7.12 - 7.27 (m, 3 H), 7.27 - 7.45 (m, 3 H), 7.81 (s, 1 H), 13.16
(brs,2 H)

Muestra 1-7, sal benzoica (1: 1):
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 0.96 - 1.30 (m, 15 H), 2.87 (br s, 3 H),
3.79 (br d, J/=7.07 Hz, 1 H), 4.07 (br s, 1 H), 4.20 (s, 1 H), 4.25 - 4.52 (m, 3 H), 4.81 (s, 1 H),
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571 - 5.85 (m, 1 H), 6.04 (br d, J=19.33 Hz, 4 H), 7.08 - 7.27 (m, 3 H), 7.27 - 7.43 (m, 3 H),
745 - 757 (m, 2 H), 7.63 (s, 1 H), 7.81 (s, 1 H), 7.95 (dd, J=8.27, 1.33 Hz, 2 H),
12.98 (brs, 1 H)

Muestra 1-8, sal succinica (1: 1):

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.98 - 1.28 (m, 15 H), 2.42 (s, 5 H), 2.87 (br s, 3 H), 3.57
- 362 (m, 1 H), 370 - 386 (m, 1 H), 402 - 414 (m, 1 H), 420 (s, 1 H),
4.24 - 451 (m, 3 H), 4.70 - 4.88 (m, 1 H), 5.69 - 5.86 (m, 1 H), 6.04 (br d, /=19.33 Hz, 4 H),
7.12-7.27 (m, 3 H), 7.27 - 7.44 (m, 3 H), 7.81 (s, 1 H), 11.95 - 12.58 (m, 2 H)

Muestra 1-9, sal sulfarica (0,5: 1):
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.02 - 131 (m, 15 H), 2.94 (br s, 3 H),
3.79 (br d, J=7.20 Hz, 2 H), 4.09 (br s, 1 H), 4.22 - 448 (m, 3 H), 4.72 - 490 (m, 1 H),
5.71 - 592 (m, 1 H), 6.07 (br d, /=19.07 Hz, 2 H), 7.12 - 7.28 (m, 3 H), 7.31 - 7.44 (m, 2 H),
7.75 - 8.19 (m, 1 H).

Luego, las muestras se sometieron a almacenamiento a 25 °C/ 60% de humedad relativa
(HR) durante 14 dias con analisis por HPLC y XRPD después de 7 (FIG. 4B) y 14 dias (FIG.
5A). Todas las sales preparadas permanecieron amorfas y las observaciones se muestran en la
Tabla 6. E1 mono sulfato (muestra 1-5) y las sales de succinato (muestra 1-8) se descubri6é que
eran fisicamente inestables y deslicuadas o se convirtieron en chicle durante el transcurso del
estudio. Se encontr6 que tanto el fumarato (muestra 1-6) como las sales de benzoato (muestra 1-
7) son so6lidos vitreos. Se encontrd que la sal de HCI (muestra 1-4) conserva su apariencia fisica.
Sorprendentemente, la sal de hemisulfato (muestra 1-9) también conservé su apariencia fisica
como un so6lido blanco en contraste con el compuesto de monosulfato (muestra 1-5), que era una
goma pegajosa. Los resultados se muestran en la Tabla 6. Se encontré que la sal de mono HCI
(muestra 1-4) y la sal de hemisulfato (muestra 1-9) son fisica y quimicamente estables después
de 2 semanas de almacenamiento a 25 °C / 60% de humedad relativa (HR). Aunque ambas sales
se mantuvieron estables durante las dos semanas, la sal de hemisulfato fue superior a la sal de
HCI porque la sal de HCI era higroscopica, lo que la hacia menos util en comparacion con la sal

de hemisulfato para el almacenamiento o uso a largo plazo.
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Tabla 6. Estabilidad de las muestras después de 7 y 14 dias a 25 °C / 60% HR

ID dela Tiempo expuesto a 25 °C / 60% HR (dias)
Muestra
0 7 14
HPLC | Observacion | HPLC Observacion HPLC | Observacion
1-1 98.6 Blanco 98.7 Blanco sélido 98.5 Blanco
solido solido
1-2 99.1 Blanco 99.2 Blanco sélido 99.0 Blanco
solido solido
1-3 99.7 Blanco 99.6 Blanco sélido 99.4 Blanco
solido solido
1-4 98.7 Blanco 98.8 Blanco solido 98.6 Blanco
solido solido
1-5 98.4 Blanco 55.7 Solido blanco - Goma
solido pegajoso pegajosa
1-6 98.7 Solido 98.6 Solido vidrioso 98.4 Solido
vidrioso claro vidrioso
blanco
1.7 98.8 Blanco 98.8 Solido vidrioso 98.7 Solido
solido claro vidrioso
claro
1-8 98.7 Solido - Aceite - Deslicuado
blanco deslicuado/pegajoso
pegajoso
1-9 98.7 Blanco 98.1 Blanco so6lido 96.4 Blanco
solido solido

Ejemplo 5. Caracterizacion del Compuesto 2 amorfo

El Compuesto 2 amorfo se analizé inicialmente por XRPD, 'HNMR, DSC, TGA y HPLC. El

patron XRPD para el Compuesto 2 amorfo superpuesto con el Compuesto 1 amorfo y el Compuesto 1

cristalino se muestra en la FIG. 1A y el patron XRPD del Compuesto 2 amorfo solo se muestra en la FIG.

5B. La Tabla 7 es una lista de picos del patron XRPD que se muestra en la FIG. 5B. El rastro de

HPLC para determinar la pureza se muestra en la FIG. 6A. La Tabla § es una lista de los tiempos

de retencion relativos (RTT) del rastro de HPLC que se muestra en la FIG. 6A. El Compuesto 2

amorfo tenia una pureza del 99,68%. La FIG. 6B es un grafico TGA y DSC del Compuesto 2 amorfo.

Los detalles experimentales de los experimentos TGA y DSC se proporcionan en el Ejemplo 2.

Tabla 7. Lista de picos para el Compuesto 2 Amorfo

Angulo / °20

d espaciado /

A

Intensidad /
Recuentos

Intensidad /%
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4.20 21.03 486 81,8
4.67 18.91 482 81.0
5.16 17.10 595 100.0
9.13 9.68 547 92,0

Tabla 8. HPLC cromatograma de Compuesto 2 Amorfo

Compuesto 2 amorfo
RRT Area %
0,48 0,02
0,48 0,02
0.67 0,01
0,94 0,13
1,00 99,68
1,04 0,06

Compuesto 2 Amorfo:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 093 - 129 (m, 13 H), 2.94 (br s, 3 H),
3.79 (td, J=10.04, 7.07 Hz, 2 H), 4.05 - 419 (m, 1 H), 419 - 450 (m, 3 H),
4.81 (quin, J=6.25 Hz, 1 H), 5.71 - 594 (m, 1 H), 5.97 - 6.16 (m, 2 H), 7.14 - 7.28 (m, 3 H), 7.31
-7.44 (m, 2 H), 7.82 - 8.09 (m, 1 H)

Ejemplo 6. Cristalizacion del Compuesto 2 Amorfo

Dado que se encontr6 que la sal de hemisulfato permanecia como un sé6lido después del
estudio de estabilidad de 14 dias como se muestra en la Tabla 6, se realizaron pruebas
preliminares que estudian las condiciones de cristalizacion con 11 disolventes diferentes. El
compuesto amorfo 2 se suspendio en 5 volumenes de disolvente a 25 °C (muestra 2-1, 2-2, 2-3, 2-4,
2-5, 2-6, 2-7, 2-8, 2-9, 2-10, y 2-11). Para aquellas muestras que no fluyeron libremente (2-1,
2-2,2-3,2-4, 2-5, 2-6, 2-7, 2-8 y 2-10), se agreg6 un adicional de 5 volumenes de disolvente.
Luego, las muestras se maduraron a 25-50 °C (1 °C/min entre temperaturas y 4 horas a cada
temperatura) durante 6 dias, excepto en la muestra 2-1, que se observo que era una solucion
transparente después de 1 dia y se permitid6 evaporar en condiciones ambientales. Los
resultados se muestran en la Tabla 9. Los patrones cristalinos resultaron de la cristalizacion con

isobutanol (muestra 2-1), acetona (muestra 2-2), EtOAc (muestra 2-6) y iPrOAc (muestra 2-7).
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También se identificaron dos muestras poco cristalinas por cristalizacion con MEK (muestra 2-

4) y MIBK (muestra 2-5). Los patrones de XRPD se muestran en la FIG. 7A.

Tabla 9. Condiciones de Cristalizacion del Compuesto 2

ID dela | Disolvente: Observacion Observacion Observacion XRPD
Muestra después de S | después de 10 después de 1
volumenes. volumenes. dia de
maduracion.
2-1 IPA Soélido - no Suspension de Solucion, Goma
fluye de forma flujo libre evaporada a
libre temperatura
ambiente
proporcionando
una goma.
2-2 Isobutanol Sélido - no Suspension de Suspension Cristalino -
fluye de forma flujo libre Patréon 2
libre
2-3 Acetona Solido - no Suspension de Suspension Cristalino -
fluye de forma flujo libre Patron 3
libre
2-4 MEK Solido - no Suspension de Suspension Poco
fluye de forma flujo libre cristalino -
libre Patron 4
2-5 MIBK Sélido - no Suspension de Suspension Poco
fluye de forma flujo libre cristalino -
libre Patrén 4
2-6 EtOAc Solido - no Suspension de Suspension Cristalino -
fluye de forma flujo libre Patron 1
libre
2-7 iPrOAc Sélido - no Suspension de Suspension Cristalino -
fluye de forma flujo libre Patron 1
libre
2-8 THF Solido - no Suspension de Suspension Poco
fluye de forma flujo libre cristalino
libre
2-9 TBME Suspension de - Suspension Amorfa
flujo libre
2-10 Tolueno Sélido - no Suspension de Suspension Amorfa
fluye de forma flujo libre
libre
2-11 Heptano Suspension de - Suspension Amorfa
flujo libre
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Las siete muestras (Muestras 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6, 2-7 y 2-8) fueron analizadas por
DSC, TGA, 'H-NMR y IC (Tabla 10, FIG. 8A, FIG. 8B, FIG. 9A, FIG. 9B, FIG. 10A, FIG. 10B,
FIG. 11A, y FIG. 11B), asi como por XRPD después de 6 dias de almacenamiento a 25 °C/60%

de humedad relativa (HR) (todas las muestras permanecieron cristalinas/poco cristalinas después

de estabilidad). Todas las muestras retuvieron aproximadamente la mitad del equivalente de

sulfato, pero contenian una cantidad relativamente grande de disolvente residual. En la Figura 2

se muestra una superposicion de los difractogramas de rayos X de las muestras amorfas 2-9, 2-10

y 2-11. 7B.

Tabla 10. Caracterizacion de muestras de Compuesto 2 cristalino

IC
ID de | Disolven DSC TGA 'HNMR (corregido
la te: por TGA)
Muestr
a
8.3% 1.1eq
2-2 Isobutanol Endo 113.8 °C ambiente- — 0,45 eq
o isobutanol
140 °C
7.6%
Endo 30-95 °C .
2-3 Acetona o ambiente - 0,5 eq acetona 0,46 eq
Endo 100-145 °C 140 °C
Complejo Amplio 8.5%
2-4 MEK endo 30-115 °C ambiente - 0.8 eq MEK 0,45 eq
Endo 115-145 °C 140 °C
. 5.2%
Endo amplio 30-105 .
2-5 MIBK o o ambiente - 0.2 eq MIBK 0,46 eq
C Endo 114.7 °C 110 °C
Endo pronunciado 2'9%
2-6 EtOAc 113.6 °C ambiente- 0.9 eq EtOAc 0,46 eq
' 100 ° C
1.6%
2-7 iPrOAc Endo 30-90 °C ambiente 0.8 eq iPrOAc 0,45 eq
90 °C
Endo 30-100 °C 12
n ; :
2-8 THF End§1?%53 do ambelem 0.7 eq THF 0,45 eq

130 °C
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Se tomo el espectro de 'HNMR para todas las muestras y se enumeran a continuacion.

Muestra 2-2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.83 (d, J=6.69 Hz, 7 H), 0.99 - 1.26 (m, 14 H),
1.61 (dt, J=13.26, 6.63 Hz, 1 H), 3.73 - 387 (m, 2 H), 403 - 418 (m, 1 H),
4.18 - 451 (m, 4 H), 466 - 492 (m, 1 H), 470 - 490 (m, 1 H), 4.72 - 4.88 (m, 1 H),
581 (br s, 1 H), 593 - 6.11 (m, 2 H), 7.10 - 726 (m, 3 H), 7.14 - 7.26 (m, 1 H),
7.30 - 7.41 (m, 2 H), 7.94 (brs, 1 H)

Muestra 2-3:

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.00 - 126 (m, 13 H), 2.09 (s, 3 H),
374 - 387 (m, 2 H), 410 (br d, J=7.70 Hz, 1 H), 422 - 450 (m, 3 H),
4.81 (quin, J=6.28 Hz, 1 H), 5.71 - 5.90 (m, 1 H), 5.96 - 6.15 (m, 2 H), 7.12 - 7.26 (m, 3 H), 7.31
-7.41 (m, 2 H), 7.79 - 8.07 (m, 1 H)

Muestra 2-4:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.91 (t, J/=7.33 Hz, 3 H), 1.01 - 1.28 (m, 13 H),
2.08 (s, 2 H), 3.72 - 3.89 (m, 2 H), 4.10 (br d, J=8.08 Hz, 1 H), 4.23 - 447 (m, 3 H),
4.81 (quin, J=6.25 Hz, 1 H), 5.69 - 5.89 (m, 1 H), 5.94 - 6.13 (m, 2 H), 7.14 - 7.25 (m, 3 H), 7.32
-7.41 (m,2 H),7.79 - 8.11 (m, 1 H)

Muestra 2-5:

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.86 (d, J=6.69 Hz, 1 H), 0.98 - 1.33 (m, 13 H),
2.02-2.09 (m, 1 H), 4.03 -4.17 (m, 1 H), 4.22 - 4.50 (m, 3 H), 4.81 (quin, J=6.25 Hz, 1 H), 5.81
(br s, 1 H), 593 - 6.15 (m, 2 H), 7.11 - 7.27 (m, 3 H), 731 - 7.41 (m, 2 H),
7.77 - 8.21 (m, 1 H)

Muestra 2-6:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.98 - 128 (m, 15 H), 2.00 (s, 3 H),
3.99 - 4.14 (m, 3 H), 4.21 - 449 (m, 3 H), 4.81 (quin, J=6.22 Hz, 1 H), 5.82 (br s, 1 H),
593-6.14 (m,2 H), 7.11 - 7.26 (m, 3 H), 7.29 - 7.42 (m, 2 H), 7.79 - 8.17 (m, 1 H)
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Muestra 2-7:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 092 - 128 (m, 17 H), 197 (s, 2 H),
4.04 - 416 (m, 1 H), 420 - 451 (m, 3 H), 471 - 493 (m, 2 H), 582 (br s, 1 H),
595-6.14(m,2H),7.11 -7.28 (m, 3 H), 7.31 - 7.43 (m, 2 H), 7.75 - 8.21 (m, 1 H)

Muestra 2-8:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm 081 - 1.11 (m, 13 H), 1.19 (s, 1 H),
1.53-1.66 (m, 1 H), 3.87 - 4.01 (m, 1 H), 4.06 - 4.32 (m, 3 H), 4.64 (quin, J/=6.25 Hz, 1 H), 5.55
- 575 (m, 1 H), 577 - 597 (m, 2 H), 694 - 7.10 (m, 3 H), 7.13 - 7.26 (m, 2 H),
7.66 - 7.96 (m, 1 H)

Ejemplo 7. Falla en la Cristalizacion de la Sal de Malonato Amorfo (Compuesto 4)

Como se muestra en el Ejemplo 3, se identifico una sal de oxalato cristalina al determinar las
sales apropiadas para el Compuesto 1, pero la sal de oxalato del Compuesto 4 no se pudo llevar a cabo
en ensayos clinicos debido a su potencial para causar calculos renales. Por lo tanto, se intenté la
cristalizacion de la sal de malonato relacionada quimicamente (Compuesto 5) utilizando los mismos 11
disolventes que para la sal de hemisulfato. Compuesto 1 (12 x 50 mg, muestras 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5,
3-6, 3-7, 3-8, 3-9, 3-10, 3 -11, y 3-12) se disolvid en ¢-butanol (20 vol.) Y las soluciones se trataron con
1 equivalencia de una solucion madre de acido maldnico (1 M en THF). Las muestras se congelaron
luego con el disolvente eliminado por liofilizacion. A las muestras 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5, 3-6,
3-7, 3-8, 3-9, 3-10 y 3-11, se agrego solvente relevante (5 volumenes) a temperatura ambiente.
Todas las soluciones resultantes se dejaron evaporar en condiciones ambientales, mientras que
las gomas o solidos se maduraron a 25 - 50 °C (1 °C/min entre temperaturas y 4 horas a cada
temperatura) durante 5 dias. Los sélidos fueron analizados por XRPD (FIG. 12B), pero se
encontré6 que todas las muestras formaban una goma o eran amorfas (FIG. 12B). Los

resultados se muestran en la Tabla 11. La tnica muestra sélida (amorfa) (3-12) fue analizada por

"H-NMR y HPLC, y se encontré que contenia alrededor de 1 equivalencia de acido mal6nico
(picos solapados), asi como 0,6 eq. t~-BuOH. El compuesto era 99.2% puro (FIG. 13A). La
FIG. 12A es un XRDP de la muestra 3-12 y la FIG. 13A es el cromatografo de HPLC de la

muestra 3-12.
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Muestra 3-12:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.81 - 1.11 (m, 13 H), 1.19 (s, 1 H),

1.53 - 1.66 (m, 1 H), 3.87 - 4.01 (m, 1 H), 4.06 - 4.32 (m, 3 H), 4.64 (quin, J=6.25 Hz, 1 H), 5.55

- 575 (m, 1 H), 5.77 - 597 (m, 2 H), 6.94 - 7.10 (m, 3 H), 7.13 - 7.26 (m, 2 H),
5 7.66-7.96 (m, 1 H)

Tabla 11. Condiciones de Cristalizacion del Compuesto 4 de Sal de Malonato

Amorfo
ID de la Disolvente: Observacion Observacion después de XRPD
Muestra después de 5 5 dias de
voliimenes. maduracion/evaporacion.
3-1 IPA Solucion Goma transparente -
transparente™
3-2 Isobutanol Solucion Goma transparente -
transparente™
3-3 Acetona Solucion Goma transparente -
transparente™
3-4 MEK Solucién Goma transparente -
transparente™
3-5 MIBK Solucién y algo Goma transparente -
de goma
3-6 EtOAc Solucién Goma transparente y Amorfa
transparente™ aspecto cristalino
3-7 iPrOAc Goma Goma transparente -
3-8 THF Solucion Goma transparente -
transparente™
3-9 TBME Suspension Goma transparente -
espesa
3-10 Tolueno Goma blanca / Goma blanca Amorfa
solido
3-11 Heptano Solido blanco Goma blanca Amorfa
(estatico)
3-12 - (Solido blanco - | (Sdlido blanco pegajoso - Amorfa
sin solvente) condiciones ambientales)

* Evaporado a temperatura ambiente.

10 Ejemplo 8. Falla en la Formacion Adecuada de Sal utilizando la Molienda Asistida

por Liquido (LAG)
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Se realiz6 un estudio de molienda asistida por liquido (LAG) para determinar las sales

apropiadas diferentes de hemisulfato utilizando los 14 contraiones 4cidos en la Tabla 12.

Tabla 12. Soluciones madre de contraiones usadas en la cristalizacion de LAG

Contra-ion Disolvente (1
M)
Pamoico DMSO
Malonico THF
D-Glucurénico Agua
DL- Mandélico THF
D-glucénico THF
Glicolico THF
L-Lactico THF
Oleico THF
L-ascorbico Agua
Adipico THF (calor)
Caproico THF
Estearico THF
Palmitico THF
Metanosulfonico THF

El Compuesto 1 (30 mg) se colocd en viales de HPLC con dos rodamientos de bola de 3 mm.

Los materiales se humedecieron con disolvente (15 pul de etanol, muestra 4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-

5, 4-6,4-7,4-8,4-9, 4- 10, 4-11, 4-12, 4-13 y 4-14) y se agreg6 1 equivalencia del contraion

acido. Las muestras se trituraron durante 2 horas a 650 rpm utilizando un sistema de molienda

con un adaptador Automaxion. Se encontr6 que la mayoria de las muestras después de la molienda

eran gomas transparentes y no se analizaron mas (Tabla 13). Las que se observd que contenian

solidos se analizaron por XRPD y, en todos los casos, se encontré que los patrones obtenidos

coincidian con los del contraion de acido cristalino sin picos adicionales (FIG. 13B).

Tabla 13. Observaciones y Resultados de XRPD del LAG de los Compuestos 1

ID de la Acido Observacion después de la XRPD
Muestra molienda
4-1 Pamoico Goma / s6lido amarilla Acido pamoico y
halo amorfo.
4-2 Malonico Goma transparente -
4-3 D-Glucurénico Goma / s6lido blanco Acido D-glucurénico
y halo amorfo
4-4 DL- Mandélico Goma transparente -
4-5 D-glucoénico Goma transparente -

58




10

15

4-6 Glicdlico Goma transparente

4-7 L-Lactico Goma transparente -

4-8 Oleico Goma transparente -

4-9 L-ascoérbico Goma / s6lido blanco Acido L-ascorbico y
halo amorfo

4-10 Adipico Goma transparente -

4-11 Caproico Goma transparente -

4-12 Estearico Goma / s6lido blanco Acido estearico y
halo amorfo

4-13 Palmitico Goma / s6lido blanco Acido palmitico y
halo amorfo

4-4 Metanosulfonico Goma transparente -

Ejemplo 9. Falla de obtencion de una formacion adecuada de sal con Metil Etil Cetona

(MEK)

A continuacion, se utilizé metil etil cetona (MEK) como disolvente para estudiar sales

apropiadas distintas de la sal de hemisulfato. Usando los 14 contraiones acidos en la Tabla 12, el
estudio se realizo disolviendo el Compuesto 1 (50 mg) en MEK (20 vol) a temperatura ambiente. Las
soluciones se trataron con 1 equivalencia de los contraiones seleccionados (Tabla 12). Luego,
las muestras se enfriaron a 5 °C a 0,1 °C/min y se agitaron a esta temperatura durante la noche.
Todas las muestras se dejaron evaporar en condiciones ambientales y cualquiera de los sélidos
observados se analizaron mediante XRPD. Esta evaporacion produjo principalmente gomas,
con la excepcion de las muestras con acido estérico (muestra 4-12) y acido palmitico (muestra
5-13), que proporcionaron solventes vitreos. Estos solidos fueron amorfos por XRPD, pero no
se obtuvieron formas cristalinas de la sal. Los resultados se muestran en la Tabla 14. (FIG.

13A).

Tabla 14. Resultados de la disolucion del Compuesto 1 en MEK (20 volimenes)

ID de la Acido Disolvente | Observacion | Observacion al | Observacion
Muestra para tras la enfriar tras la
acidoa 1 adicion de evaporacion
M acido.
) ) Solucié
5-1 Pamoico DMSO Solucion olucio Gomg
. n amarilla
amarilla amarilla
52 Malénico THF Solucién Solucién Goma
transparente
5-3 D-Glucurdnico Agua Solucién Solucién Goma
transparente
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Goma

5-4 DL- Mandélico THF Solucion Solucion
transparente
5-5 D-glucoénico THF Precipitado Solucion Goma
blanco turbia transparente
5-6 Glicolico THF Solucion Solucion Goma
transparente
5-7 L-Léctico THF Solucién Solucién Goma
transparente
5-8 Oleico THF Solucién Solucien | Goma
transparente
5-9 L-ascorbico Agua Solucion Solucion Goma
amarilla
5-10 Adipico THF Solucion Solucion Goma
(calor) transparente
5-11 Caproico THF Solucion Soluciéon Goma
transparente
5-12 Estedrico THF Solucién Solucion | SOlido vitreo
turbia claro
5-13 Palmitico THF Solucion Solucion Solido vitreo
claro*
5-14 Metanosulfonico THF Solucion Solucion Goma
transparente

Solucioén madre preparada antes de la adicion de acido

* Las muestras se analizaron por XRPD y proporcionaron patrones amorfos mas picos del contraion acido

Dado que todas las muestras fueron amorfas, todas las muestras se redisolvieron en

MEK (5 vol.) y se agrego6 ciclohexano (20 vol de antidisolvente) a temperatura ambiente,

seguido de 1 hora de agitacion a 25 °C. Las muestras se maduraron luego entre 50 y 5 °C (1

°C/min entre temperaturas, 4 horas a cada temperatura) durante 2 dias antes de que el ciclo se

cambiara a 50-25 °C durante otros 4 dias. Las muestras se observaron a ojo tras la maduracion.

Los resultados se muestran en la Tabla 15. Después de la maduracion, se encontré que todas

las muestras, excepto 5-1 (con acido pamoico), eran gomas. La muestra 5-1, un solido

amarillo, se analiz6 mediante XRPD, y se encontré6 que el patron coincide con la forma

conocida de 4acido pamoico (FIG. 14B), y por lo tanto no se obtuvieron formas cristalinas de la

sal.

Tabla 15. Resultados de redisolver el Compuesto 1 en MEK (5 volumenes) y

antidisolvente
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ID de la Observacion Observacion Observacion Observacion
Muestra inmediata después de 10 después de 60 después de la
minutos. minutos. maduracion.
5.1 Precipitado Goma Goma Suspension
amarilla **
50 Precipitado Goma Goma Goma
5.3 Precipitado/goma Goma Goma Goma
5.4 Precipitado Goma Goma Goma
5.5 Precipitado/goma Goma Goma Goma
5.6 Precipitado Goma Goma Goma
5.7 Precipitado Goma Goma Goma
5.8 Precipitado Suspension ligera Goma Goma
5.9 Precipitado Goma Goma Goma
5-10 Precipitado Goma Goma Goma
511 Precipitado Suspension ligera Goma Goma
5.12 Precipitado Suspension ligera Goma Goma
5.13 Precipitado Suspension ligera Goma Goma
5-14 Precipitado Goma Goma Goma

** Muestra analizada por XRPD con un patrén que coincide con la forma conocida de acido pamoico (sin picos

adicionales

Ejemplo 10. Falla en la Obtencion de una Formacion de Sal Adecuada usando Acetato de

Etilo

Luego se utilizo acetato de etilo para estudiar sales apropiadas distintas de la sal de

hemisulfato. Utilizando los 14 contraiones acidos en la Tabla 12, el estudio se realizé disolviendo el

Compuesto 1 (50 mg) en acetato de etilo (20 vol) a 50 °C. Las soluciones se trataron con 1 equivalente

de los contraiones seleccionados (Tabla 12). Luego, las muestras se enfriaron a 5 °C a 0,1 °C/min

y se agitaron a esta temperatura durante 4 dias. Las soluciones se dejaron evaporar en

condiciones ambientales mientras se analizaron cualquiera de los solidos por XRPD. Los

resultados de las cristalizaciones con acetato de etilo se encuentran en la Tabla 16. En

contraste con el Ejemplo 8, donde MEK era el disolvente, se observd que la mayoria de las

muestras eran suspensiones después del enfriamiento de la mezcla de dcido:compuesto (las que

eran soluciones se dejaron evaporar en condiciones ambientales). Sin embargo, se encontrd que

los difractogramas de XRPD generalmente coinciden con el Compuesto 1 cristalino. Las muestras 6-
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2, 6-4 y 6-5 tienen algunas diferencias leves (FIG. 14A y FIG. 15A). No se obtuvieron formas

cristalinas de la sal.

Tabla 16. Resultados de la disolucion del Compuesto 1 en EtOAc (20 volumenes)

ID de la Acido Disolvente | Observacion | Observacion XRPD Observacion
Muestra para tras la tras tras la
acidoa 1 adicion de | enfriamiento evaporacion
M acido.
6-1 Pamoico DMSO Soluciéon Solucion - Goma
amarilla amarilla*
6-2 Malbnico THF Solucién Suspension | Diferencias -
blanca leves con
la base
libre
6-3 D-Glucurénico Agua Solucion Solucion™ - Goma
6-4 DL- Mandélico THF Solucién Suspension | Diferencias -
blanca leves con
la base
libre
6-5 D-glucoénico THF Precipitado | Goma blanca | Diferencias -
blanco posible leves con
la base
libre
6-6 Glicolico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-7 L-Lactico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-8 Oleico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-9 L-ascoérbico Agua Solucion Solucion™ - Goma solida
blanco en el
lateral /
amarilla-
amorfa
6-10 Adipico THF Solucién Suspension | Base libre -
(calor) blanca
6-11 Caproico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-12 Estearico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-13 Palmitico THF Solucién Suspension | Base libre -
blanca
6-14 | Metanosulfénico THF Precipitado Solucioén / - Goma
blanco goma transparente
transparente™
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Ejemplo 11. Determinacion de la Pureza Quimica por HPLC

El andlisis de pureza en el Ejemplo 2 y el Ejemplo 4 se realizé en un sistema de la serie
5 HP1100 de Agilent equipado con un detector de matriz de diodos y usando el software

ChemStation vB.04.03 usando el método mostrado en la Tabla 17.

Tabla 17. Método de HPLC para determinaciones de pureza quimica.

Parametro Valor

Tipo de método Fase inversa con elucion por gradiente.

Preparacion de Muestras 0.5 mg/ml en acetonitrilo: agua 1:1

Columna Supelco Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, 2,7 um

Temperatura de la columna 25

Inyeccion (1) 5

Longitud de onda, ancho de 255, 90

Tasa de Flujo (ml/min) 2

Fase A TFA al 0.1% en agua

Fase B 0.085% de TFA en acetonitrilo

Tiempo % Fase A % Fase B

0 95 5

Calendario 6 5 95

6,2 95 5

8 95 5

Ejemplo 12. Técnicas de difraccion de rayos X en polvo (XRD)

10 Los patrones de XRPD en los Ejemplos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se recolectaron en un
difractometro PANalytical Empyrean utilizando radiacion de Cu K[J (45 kV, 40 mA) en
geometria de la transmision. Se us6 una rendija de 0,5 °, una mascara de 4 mm y rendijas de
Soller de 0,4 rad con un espejo de enfoque en el haz incidente. Se instalé un detector PIXcel3D,
colocado en el haz difractado, con una ranura de recepcion y ranuras de Soller de 0,04 rad. Se verifica el

15  rendimiento del instrumento utilizando poder de silicio (computacional). El software utilizado para
la recopilacion de datos fue X'Pert Data Collector v. 5.3 y los datos se analizaron y presentaron utilizando

Diffrac Plus EVA v. 15.0.0.0 o Highscore Plus v. 4.5.  Las muestras se prepararon y analizaron en
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cualquiera una placa de 96 pozos de metal o Millipore en modo de transmision. Se us6 una
pelicula transparente de rayos X entre las laminas metélicas sobre la placa de pozos de metal y se
usaron polvos (aproximadamente 1-2 mg) tal como se recibieron. La placa Millipore se utilizd
para aislar y analizar los so6lidos de las suspensiones agregando una pequeia cantidad de
suspension directamente a la placa antes de la filtracion bajo un vacio ligero.

El modo de escaneo para la placa de metal utilizaba el eje de escaneo gonio, mientras que
se utilizo un escaneo 26 para la placa Millipore. Se llevé a cabo una verificacion de rendimiento
utilizando polvo de silicio (placa de pozo de metal). Los detalles de la recoleccion de datos fueron un
rango angular de 2.5 a 32.0°. 20, un tamafo de paso de 0.0130° 26, y un tiempo total de recoleccion
de 2.07. minutos.

También se recolectaron muestras en un difractometro Bruker D8 utilizando radiaciéon Cu
K[ (40 kV, 40 mA), gonidometro - 20, y divergencia de V4 y rendijas de recepcion, un
monocromador Ge y un detector Lynxeye.. El instrumento se verific6 para rendimiento
utilizando un estandar de corindon certificado (NIST 1976). El software utilizado para la
recopilacion de datos fue DiffracP/us XRD Commander v2.6.1 y los datos se analizaron y presentaron
utilizando DiffracPlus EVA v15.0.0.0.

Las muestras se procesaron en condiciones ambientales como muestras de placa plana
utilizando polvo tal como se recibid. La muestra se empacd suavemente en una cavidad cortada
en una oblea de silicio pulida de fondo cero (510). La muestra fue rotada en su propio plano
durante el analisis. Los detalles de la recoleccion de datos fueron un rango angular de 2 a 42° 26,

un tamafio de paso de 0.05° 26, y tiempo de recoleccion de 0.5 s/paso.

Ejemplo 13. Sintesis del Compuesto 2 Amorfo

o~ |:H
£H 3
HN S HH
M __.--!b\_.Lrh ,4‘-\] *-\.4
CHz C ¢ A 0.5 Hp30 g § o LA Yl T
HaGo O A~ P O N NT ey T TR Hae o T “i,
TN \?:ﬂﬁ\ CH m 3 SH3
T-!-(E H b= cHy 0 o i s 0.5H;30,
CHy /____/ HO - {-- Hi E
II::.I' _z; I'___{

Compuesto 2
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Un matraz de 250 mL se cargd con MeOH (151 ml) y la solucién se enfrio a 0-5 °C. Se agrego
por goteo una solucion concentrada de H,SO, durante 10 minutos. Se cargd un matraz separado con
Compuesto 1 (151 g) y acetona (910 mL), y se agregod por goteo la solucion de H,SO,/MeOH a 25-30 °C
durante 2.5 horas. Se precipitd una gran cantidad de sélido. Después de que se agitd la solucion
durante 12-15 horas a 25-30 °C, la mezcla se filtrd, se lavdé con MeOH/acetona (25 mL / 150 mL) y se
seco a 55-60 °C al vacio para proporcionar el Compuesto 2 ( 121 g, 74%).

Método Analitico para el Compuesto 2: La pureza del Compuesto 2 se obtuvo utilizando un sistema
de HPLC Agilent 1100 con una columna Waters XTerra Phenyl Spm 4,6¥250 mm con las siguientes
condiciones: Tasa de flujo de 1 ml/min, leido a 254 nm, temperatura de la columna a 30 °C,
volumen de inyeccion de 10 pL y tiempo de ejecucion de 30 minutos. La muestra se disolvio en
ACN:agua (90:10, v/v). El método de gradiente para la separacion se muestra a continuacion. El

R; (min) del Compuesto 2 fue de aproximadamente 12.0 minutos.

Tiempo (min) | H;PO4al 0.1% en Agua (A)% | Acetonitrilo (B)%
0 90 10
20 20 80
20,1 90 10
30 90 10

'"HNMR: (400 MHz, DMSO-dy): § 8.41 (br, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.36 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.22
(d,J=8.0 Hz, 2H ), 7.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (s, 2H), 6.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.00 (dd, J =
12.0, 8.0 Hz, 1H), 5.81(br, 1H), 4.84-4.73 (m, 1H), 4.44-4.28 (m, 3H), 4.10 (t, J = 8.0 Hz, 2H),
3.85-3.74 (m, 1H), 2.95 (s, 3H), 1.21 (s, J= 4.0 Hz, 3H), 1.15-1.10 (m, 9H).

Ejemplo 14. Caracterizacion del Compuesto 2

El Compuesto 2 se caracterizo adicionalmente al ojo, IHNMR, 13CNMR, 19FNMR, MS,
HPLC, y XRPD (FIG. 15B). El disolvente residual se midi6 por GC. El contenido de agua se
midi6 mediante la titulacién Karl Fischer, y el contenido de agua fue solo del 0,70%. Los datos

se resumen en la Tabla 18.

Tabla 18. Resumen de los datos de caracterizacion adicionales del Compuesto 2
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Prueba Resultado

Apariencia Sélido Blanco
NMR Los picos de 'HNMR se enumeran en el Ejemplo 4
MS MS(ESI+ve) [M+H]" = 582.3 — se ajusta a la estructura
HPLC 99.8% por AUC a 254 nm (promedio de dos preparaciones)
Solvente Residual por Metanol - 57 ppm
GC Acetona - 752 ppm

Diclorometano - 50 ppm

Acetato de etilo - 176 ppm

Contenido de agua 0,70%

Ejemplo 15. Solubilidad del Compuesto 1 y Compuesto 2

El Compuesto 1 y Compuesto 2 se probaron para solubilidad en medios de prueba biorrelevantes,
incluyendo el fluido gastrico simulado (SGF), el fluido gastrico simulado en estado de ayuno (FaSSIF) y
el fluido gastrico en estado de alimentacion (FeSSIF). Los resultados para el Compuesto 1 se muestran
en la Tabla 19 y los resultados para el Compuesto 2 se muestran en la Tabla 20. Las muestras se
agitaron a temperatura ambiente (20-25°C). El Compuesto 2 era mas de 40 veces mas soluble que el
Compuesto 1 en agua a las 2 horas y mas de 25 veces mas soluble a las 24 horas. En condiciones SGF, el
Compuesto 2 tenia una solubilidad de 84.2 mg/mL a las 24 horas en comparacion con la solubilidad de
15.6 mg/mL del Compuesto 1 en el mismo punto de tiempo. El Compuesto 2 también fue mas soluble a
las 2 horas en las condiciones de SGF que el Compuesto 1, y lo suficientemente soluble como para
permitir la prueba incluso después de 48 horas mientras que la prueba a las 48 horas no se realiz6 con el

Compuesto 1.

Tabla 19. Resultados de las pruebas de solubilidad del Compuesto 1

Medios de Solubilidad (en mg/mL) Apariencia Termino
prueba 2 horas. 24 horas. descriptivo
Agua 1.5 2.5 Solucién Ligeramente
Transparente™ soluble
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SGF 13,8 15.6 Solucién Escasamente
transparente con Soluble
goma en la parte

inferior
FaSSIF 1.7 1.7 Turbio Ligeramente
soluble
FeSSIF 2.8 2.9 Turbio Ligeramente
soluble

* La muestra parecia transparente, pero se logré una solubilidad de solo 1.5 mg/mL. Tras una investigacion

adicional, se observo que se formd una pelicula gomosa en la barra de agitacion. El ingrediente farmacéutico activo

del Ccompuesto 1 formd una bola gomosa en diluyente (90% de agua/10% de acetonitrilo) durante la preparacion

estandar que requirié un largo tiempo de sonicacion para disolverse completamente.

Tabla 20. Resultados de las pruebas de solubilidad del Compuesto 2

Medios de Solubilidad (en mg/mL base de sal) Apariencia Termino
prueba 2 horas. 24 horas. 48 horas. descriptivo
Agua 65,3 68.0 N/A Turbio Soluble
SGF 89,0 84.2 81.3 Turbio Soluble
FaSSIF 1.9 2.0 N/A Turbio Ligeramente

soluble
FeSSIF 33 34 N/A Turbio Ligeramente
soluble

Ejemplo 16. Estabilidad Quimica del Compuesto 2

El Compuesto 2 se probd para la estabilidad quimica a 25 y 40 °C durante un periodo de
tiempo de 6 meses controlando la pureza organica, el contenido de agua, 'HNMR, DSC y Ramen
IR. El sistema de cierre del recipiente para el estudio era una combinacion de bolsa de valvula
medicinal con una pelicula farmacéutica laminada sobre la bolsa y gel de silice desecante entre

las dos capas. EI Compuesto 2 (1 g) se midid6 en cada recipiente. Luego, las bolsas se
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almacenaron a 25 °C/60% HR (humedad relativa) y 40 °C/75% HR (humedad relativa). La
pureza organica, el contenido de agua, 'HNMR, DSC y Raman se midieron en el Tiempo 0, Mes
1, Mes 2, Mes 3 y Mes 6.

La pureza del Compuesto 2 se obtuvo utilizando un sistema Shimadzu LC-20AD con una
columna Waters XTerra Phenyl, 4 pm, 4.6x250mm con las siguientes condiciones: Tasa de flujo
de 1 ml/min, leido a 254 nm, temperatura de columna de 35 °C y 10 uL de volumen de
inyeccion. La muestra se disolvio en acetonitrilo - agua (90:10) (v/v). El método de gradiente se

muestra a continuacion.

Tiempo (min): A% (ACN) B% (agua)
0 90 10
20 20 80
20.1 90 10
30 90 10

El contenido de agua del Compuesto 2 (250 mg) se determind mediante un aparato de
titulacion de agua utilizando el método de titulacion Karl Fischer.

Los resultados se muestran en la Tabla 21 y la Tabla 22. Cuando el Compuesto 2 se
almacend durante 6 meses a 25 y 40 °C, la tasa de degradacion fue minima. A los 3 meses, el
Compuesto 2 tenia una pureza del 99,75% en las condiciones de 25 °C y una pureza del 99,58%
en las condiciones de 40 °C. A los 6 meses, el Compuesto 2 tenia todavia una pureza del 99,74%
en las condiciones de 25 °C y una pureza del 99,30% en las condiciones de 40 °C. A 25 °C, el
porcentaje de producto de degradacion aumentd de 0.03% en el Dia 0 a 0.08% después de 6
meses. A 40 °C, el porcentaje de producto de degradacion aument6 de 0.03% a 0.39%. En el
transcurso de 6 meses, el porcentaje de agua aumento6 aproximadamente 0.6% a 25 °C y aumento
aproximadamente 0.7% a 40 °C.

La caracterizacion por 'HNMR, Raman y DSC del Compuesto 2 a 1, 2, 3 y 6 meses fue la
misma que la caracterizacién del Compuesto 2 en el Dia 0 en ambas condiciones de temperatura

(Tabla 22), destacando la estabilidad a largo plazo del Compuesto 2.

Tabla 21. Tasa de degradacion del Compuesto 2 durante 6 meses a 25y 40 °C

Tiempo Porcentaje | Porcentaje Porcentaje de Porcentaje de
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de de Agua de Pureza Producto de Impureza
Prueba Degradacion Maxima
Dia 0: 1.2 99.82 0.03 0.12
Mes 1 1.9 99.77 0.04 0.12
25°C Mes 2 1.8 99.75 0.06 0.12
Mes 3 1.8 99.75 0.06 0.12
Mes 6 1.8 99.74 0.08 0.13
Dia 0: 1.2 99.82 0.03 0.12
Mes 1 2.0 99.71 0.09 0.12
40 °C Mes 2 1.9 99.63 0.15 0.12
Mes 3 1.9 99.58 0.20 0.12
Mes 6 1.9 99.30 0.39 0.14

Tabla 22. Caracterizacion del Compuesto 2 durante el estudio de degradacion.

Tiempo
de '"HNMR Raman DSC
Prueba
Dia 0: Prueba inicial Prueba inicial Prueba inicial
Lo mismo que en . .
25 °C Mes 1 Lo mismo que en el | Lo mismo que en el
el Dia 0 Dia 0 Dia 0
Mes 2 Lo mismo que en el | Lo mismo que en el | Lo mismo que en el
Dia 0 Dia 0 Dia 0
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Mes 3 Lo mismo que en Lo mismo que en Lo mismo que en
es
el Dia 0 el Dia 0 el Dia 0
Mes 6 Lo mismo que en el | Lo mismo que en el | Lo mismo que en el
©s Dia 0 Dia 0 Dia 0
Dia 0: Prueba inicial Prueba inicial Prueba inicial
Mes 1 Lo mismo que en el | Lo mismo que en el | Lo mismo que en el
Dia 0 Dia 0 Dia 0
Mes 2 Lo mismo que en el | Lo mismo que en el | Lo mismo que en el
Dia 0 Dia 0 Dia 0
40 °C
Mes 3 Lo mismo que en Lo mismo que en Lo mismo que en
es
el Dia 0 el Dia 0 el Dia 0
Mes 6 Lo mismo que en Lo mismo que en Lo mismo que en
es
el Dia 0 el Dia 0 el Dia 0

Se midieron estudios adicionales de estabilidad quimica del Compuesto 2 para determinar la
impureza y los niveles de agua. Se probaron tres condiciones: estabilidad acelerada (40 + 2°C / 75 +
5% HR) durante un periodo de tiempo de 6 meses, estabilidad ambiental (25 + 2°C / 60 + 5% HR)
durante un periodo de tiempo de 9 meses, y estabilidad en condiciones de refrigeracion (5 + 3°C)
durante un periodo de 9 meses. Los resultados para la estabilidad acelerada, estabilidad ambiental
y condiciones de refrigeracion se muestran en la Tabla 23, Tabla 24 y Tabla 25,
respectivamente. Seglin los resultados de estos estudios, el Compuesto 2 es muy estable

quimicamente.

En el estudio de estabilidad acelerada (Tabla 23), en cada punto de tiempo (1 mes, 3 mes y 6%
mes) donde se midi6é el Compuesto 2, la aparicion del Compuesto 2 fue siempre un sélido blanco y el
IR coincidié con el estindar de referencia. Después de seis meses, el total de las impurezas
relacionadas con la sustancia 1 fue de solo el 0,08% y no se detectaron sustancias relacionadas

ni isOmeros.

Tabla 23. Estabilidad acelerada (40 + 2°C /75 + 5% RH) del Compuesto 2

Articulos | Especificacion | Punto de tiempo de prueba
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0 mes 1° mes 3% mes 6 mes
Aparienci Sélido blanco o Blanco Blanco Blanco Blanco
pariencia blancuzco so6lido so6lido solido so6lido
corresponde corresponde | corresponde
corresponde con con el con el con el
IR el estandar de . / . ,
) estandar de estandar de | estandar de
referencia . . .
referencia referencia referencia
Agua <2.0% 0.45% 0,21% 0,36% 0,41%
Impureza A <0.15% N.D. N.D. N.D. N.D.
Sustancia 1
relacionada Irnpureza H S0 1 5% ND ND ND ND
Cualquier otra <0.10% 0,01% 0,02% 0,01% 0,05%
impureza inica
Impurezas <0.2% 0,01% 0,02% 0,02% 0,08%
totales
Sustancia 2 |y e G <0.15% N.D. N.D. N.D. N.D.
relacionada
Impureza C <0.15% N.D. / N.D. N.D.
Isdomero Impureza D <0.15% N.D. / N.D. N.D.
Impureza E <0.15% N.D. / N.D. N.D.
Ensayo 98.0%~102.0% 98.8% 101,5% 99,6% 99,5%
TAMC <1000cfu/g <lcfu/g / / /
Pruebas Moho y <100cfu/g <Icfule / / /
microbianas levadura
E.Coli No detectado N.D. / / /

N.D.: No detectado

En el estudio de estabilidad ambiental donde se midieron los niveles de apariencia, IR, agua ¢

impureza durante nueve meses, la apariencia del Compuesto 2 siempre fue un sélido blanco y la IR

siempre correspondié con la muestra de referencia. Los resultados (Tabla 24) resaltan cuan

quimicamente estable es el Compuesto 2. Después de 9 meses, el porcentaje de agua en la muestra

fue solo del 0.20% vy el total de las impurezas relacionadas con la sustancia 1 fue solo del

0.02%. De manera similar a los estudios de estabilidad acelerada, la sustancia 2 relacionada y

cualquiera de los isdmero del Compuesto 2 no se detectaron.

Tabla 24. Estabilidad ambiental (25 + 2°C / 60 + 5% HR) del Compuesto 2

Elemento Especificacio Punto de tiempo de prueba
n 0 mes 1°" mes 3 mes 6 mes 9 mes
Apariencia Solido blanco Blapco Blapco Blapco Blapco Solido
o blancuzco solido solido solido solido blancuzco
R corresponde | correspond / correspond | corresponde | correspond
con el e con el e con el con el e con el

71




estandar de estandar de estandar de | estdndar de | estandar de
referencia referencia referencia referencia referencia
Agua <2.0% 0,45% 0,19% 0,29% 0,46% 0,20%
Imp}feza <0.15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Impgreza <0.15% N.D. N.D. 0,03% N.D. N.D.
| Tmpureza | 4 1504 N.D. N.D. 0,02% 0.01% N.D.
Sustancia F
! Impureza | ; 50, N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
relaciona H
da Cualquier
| otra <0.10% 0,01% 0,01% 0,03% 0,02% 0,02%
impureza
unica
Impureza <0.2% 0,01% 0,02% 0,11% 0,05% 0,02%
s totales
Sustancia
2 Impureza | ; 50, N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
relaciona G
da
Impgreza <0.15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
Isémero Imp]greza <0.15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
Impgreza <0.15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
0/~
Ensayo 98'0/2/ 102.0 98.8% 101,1% 99,6% 99.,7% 100,9%
0
TAMC <1000cfu/g <lcfu/g / / / /
Rmebgs Moho y /
microbian levadura <100cfu/g <lcfu/g / / /
as :
E.Coli No detectado N.D. / / / /

N.D.: No detectado

Los resultados de la medicion de la estabilidad en condiciones de refrigeracion se

muestran en la Tabla 25. Las tunicas impurezas detectadas incluso después de 9 meses fueron

las de la sustancia 1 relacionada y el agua. El contenido de agua después de 9 meses fue del

0,32% vy las impurezas totales de la sustancia 1 relacionada fueron solo del 0,01% de la

muestra. El Compuesto 2 es muy estable quimicamente en condiciones de refrigeracion.

Tabla 25. Estabilidad en condiciones de refrigeracion (5 +3 °C) del Compuesto 2

Elemento Especificacio Punto de tiempo de prueba
n 0 mes 1° mes 3 mes 6 mes 9 mes
Apariencia Soélido blanco Blapco Blapco Blapco Blapco Soélido
o blancuzco solido solido solido solido blancuzco
IR corresponde | correspond / correspond | correspond | correspond
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con el e con el e con el e con el e con el
estandar de estandar de estandar de | estandar de | estdndar de
referencia referencia referencia referencia referencia
Agua <2.0% 0,45% 0,19% 0,32% 0,42% 0,32%
Impxreza <0.15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Impgreza <0.15% N.D. N.D. 0,01% N.D. N.D.
Impureza <0.15% N.D. N.D. N.D N.D N.D
Sustancia F - " o o
! Impureza | |50, N.D. N.D. N.D N.D N.D
relacionad H - e e e
a Cualquier
imggiza <0.10% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%
unica
Intlopgzzsas <0.2% 0,01% 0,01% 0,03% 0,03% 0,01%
Sustancia
relajona q Impéreza <0.15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
a
Impéreza <0.15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
somero | MPUE T <0159 N.D. / N.D. N.D. N.D.
Impgreza <0.15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
0/~
Ensayo 98.0 /z/ 102.0 98,8% 101,1% 100,2% 98,6% 101,4%
0
Pruebas TAMC <1000cfu/g <lcfu/g / / / /
microbian &‘;ﬁirﬁ <100cfu/g <lcfulg / / / /
as E.Coli No detectado N.D. / / / /

N.D.: No detectado

Ejemplo 17. Niveles Plasmaticos de Metabolitos después de dosis orales unicas del

Compuesto 2

Se administr6 una dosis oral Unica del Compuesto 2 a ratas, perros y monos, y se
midieron los niveles plasmaticos de ciertos metabolitos mostrados en el Esquema 1.
La conversion del Compuesto 2 al Compuesto 1 y el metabolito 1-7 se muestran en la

Tabla 26 y los resultados para el metabolito 1-8 y el metabolito 1-2 se muestran en la Tabla 27.
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En ratas, se observaron niveles bajos de exposicion del Compuesto 1, pero se observaron niveles
altos de metabolito 1-7, el metabolito nucledsido del trifosfato activo (metabolito 1-6). En
monos, se midieron aproximadamente las exposiciones proporcionales a la dosis del Compuesto
1. En perros, se midieron las exposiciones al Compuesto 1 supra-proporcionales, indicativas del
aclaramiento metabolico de primer paso en el higado. A lo largo del estudio, se observaron
significativamente mas vomitos en perros (5/5 en el grupo de dosis alta) que en monos (1/5 en el

grupo de dosis alta).

Tabla 26. Niveles plasmaticos de Compuesto 1 y metabolito 1-7 después de dosis orales

unicas de Compuesto 2

Compuesto 1 Metabolito 1-7
. . Dosis*
species
(mg/kg) Cmax Tmax AUCO-last Cmax AUCO-last
(ng/mL) (hr) (hr*ng/mL) | (ng/mL) | (hr*ng/mL)
Rata” 500 70.5 0.25 60.9 748 12000
30 1530 0,25-1 1300 783 9270
Perro” 100 8120 0,5-1 10200 2030 24200
300 21300 204 44300 4260 60800
30 63.5 0,5-2 176 42.5 1620
Mono” 100 783 1-2 1100 131 3030
300 501 204 1600 93.6 3660

3 machos por dosis por especie; * formulaciones de dosis: *0.5% CMC, 0.5% Tween 80 en agua; "polvo en

capsulas

Tabla 27. Niveles plasmaticos de los metabolitos 1-8 y 1-2 después de una dosis oral unica

del Compuesto 2
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Metabolito 1-8 Metabolito 1-2
B ' Dosis*
species
p (mg/kg) Cmax AUCO—last Cmax AUCO—last
(ng/mL) | (hr*ng/mL) | (ng/mL) | (hr*ng/mL)
Rata® 500 5060 35100 9650 20300
30 291 905 196 610
Perro” 100 1230 4370 886 2830
300 5380 35300 2380 8710
30 209 5690 300 1730
Mono® 100 406 12300 1350 8160
300 518 16800 1420 11400

3 machos por dosis por especie; *formulaciones de dosis: “0.5% CMC, 0.5% Tween 80 en agua; "polvo en
capsulas
Ejemplo 18. Exposicion del tejido de Trifosfato activo después de la dosis oral del

Compuesto 2

Los niveles de tejido hepatico y de corazon del Trifosfato activo (TP) del Compuesto 2
(metabolito 1-6) se midieron 4 horas después de las dosis orales del Compuesto 2. Las muestras de
higado y corazdn se obtuvieron 4 horas después de una dosis unica del Compuesto 2, se congelaron
rapidamente, se homogeneizaron y se analizaron por LC-MS / MS para los niveles intracelulares del TP
activo. Los niveles de tejido se midieron en ratas, perros y monos como se muestra en la FIG.
16A. Los niveles altos de TP activo se midieron en el higado de todas las especies analizadas.
Se midieron niveles relativamente bajos del TP activo en los corazones de los perros debido a
la saturacion del metabolismo hepatico de primer paso, y se midieron niveles no cuantificables
de TP en corazones de ratas y monos, lo que indica una formacion especifica al higado del TP
activo. Si bien no se muestra, en comparacion con la dosis del Compuesto 1, la dosis del Compuesto 2

mejoro la distribucion de TP.
Ejemplo 19. Comparacion Farmacologica del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en Perros
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Se realizo una comparacion directa de perros dosificados con el Compuesto 1 y el Compuesto 2.
El estudio midio los niveles plasmaticos del Compuesto 1 y el metabolito 1-7 (del Esquema 1) hasta 4
horas después de la dosificacion con el Compuesto 1 (25 mg/kg) y el Compuesto 2 (30 mg/kg) (Tabla
28), y el AUC.4 n, del metabolito 1-7 fue dos veces mayor con el Compuesto 2 comparado con el
Compuesto 1. Las exposiciones normalizadas de dosis al Compuesto 1 y al metabolito 1-7 se muestran
en la Tabla 28. Los valores de AUC o4 1 para el Compuesto 1, el metabolito 1-7 y la suma del

Compuesto 1 + metabolito 1-7 fueron mayores después de la dosis con el Compuesto 2.

Tabla 28. Comparacion de los niveles plasmaticos después de la dosificacion con el

Compuesto 1y el Compuesto 2

Compuesto AUC (g4nr)" normalizada de dosis media (uM*hr) para:

Dosificado

Compuesto 1 Metabolito 1-7 Compuesto 1 +
Metabolito 1-7

Compuesto 1 (25 0,2 1.9 2.1
mg/kg)

Compuesto 2 (30 1.0 4.1 5.1
mg/kg)

Valores "AUC 4 ny normalizados a una dosis de 25 mg/kg

Las concentraciones de trifosfato en la proporcion de higado/corazén indican que la dosificacion
con el Compuesto 2, en comparacion con el Compuesto 1, aumenta la administracion selectiva del
trifosfato al higado, como se muestra en la Tabla 29. El AUC .4y del metabolito de guanina activo (1-
6) después de la administracion del Compuesto 1 medido en el corazon fue de 174 uM*h, mientras que
el AUC (g4 ny del metabolito de guanina activo (1-6) después de la administracion del Compuesto 2
medido en el corazén fue de 28 uM*hr. La relacion higado/corazon para el Compuesto 2 fue 20 en

comparacion con una relacion higado/corazén de 3.1 para el Compuesto 1.
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Tabla 29. Comparacion de la exposicion del higado y corazéon después de la dosificacion

con el Compuesto 1y el Compuesto 2

Compuesto AUC(O_‘;hr)2l normalizada de dosis media (WM*hr) para:
Dosificado
Higado Corazon Higado/Corazon
Compuesto 2 565 28° 20
Compuesto 1 537 174 3.1

*Concentraciones de TP activo (1-6; Esquema 1) normalizadas a una dosis de 25 mg/kg
°Extrapolado por debajo del limite inferior de cuantificacion de la curva de calibracion

El efecto de una mayor selectividad para el higado sobre el corazén cuando se administrd el
Compuesto 2 en comparacion con el Compuesto 1 también se muestra en la FIG. 16B. Los niveles de
tejido del corazon y hepatico del trifosfato activo después de una dosis del Compuesto 2 (30 mg/kg) se
compararon con los niveles de tejido del trifosfato activo después de una dosis del Compuesto 1 (25
mg/kg). La concentracién del TP activo fue mayor en el higado que en el corazon tanto para el
Compuesto 1 como para el Compuesto 2, pero el TP activo fue mas selectivo para el higado sobre el

corazon cuando se dosifico el Compuesto 2 en comparacion con el Compuesto 1.
Ejemplo 20. Perfiles de Plasma de Metabolitos del Compuesto 2 en Ratas y Monos

Se proporcionaron dosis orales Unicas a ratas Sprague-Dawley macho y monos
Cynomolgus (3 animales por grupo de dosis) del Compuesto 2. Se analizaron alicuotas de
plasma preparadas a partir de muestras de sangre tratadas con Diclorvos mediante LC-MS/MS
para determinar las concentraciones del Compuesto 1 y el metabolito 1-7 (el metabolito
nucledsido del trifosfato activo del Compuesto 2 que se muestra en el Esquema 1), y se
determinaron los parametros farmacocinéticos utilizando WinNonlin. Los resultados para una
dosis tnica de 500 mg/kg en ratas se muestran en la FIG. 17 y los resultados para una dosis tinica

de 30, 100 o 300 mg/kg en monos se muestran en la FIG. 18. Los resultados también se resumen

en la Tabla 30.
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Los niveles plasmaticos altos del metabolito 1-7, el metabolito nucledsido del trifosfato
activo (TP) del Compuesto 2, son indicativos de la formacion de niveles altos del TP, incluso en
ratas donde se observan niveles plasmaticos muy bajos de profairmaco de nucleotido parental
debido a la corta vida media del Compuesto 1 en sangre de rata (<2 min). Los niveles
plasmaticos persistentes del metabolito 1-7 reflejan la larga vida media del TP.

En monos, las exposiciones plasmaticas (AUC) del Compuesto 1 fueron
aproximadamente proporcionales a la dosis, mientras que las exposiciones del metabolito 1-7
fueron algo menos que proporcionales a la dosis, aunque los valores del AUC para el farmaco
original y el metabolito nucledsido del TP activo continiian aumentando hasta la dosis mas alta
probada (300 mg/kg).

La administraciéon oral del Compuesto 2 en ratas y monos produjo exposiciones
plasmaticas altas y dependientes de dosis al metabolito 1-7 (el metabolito nucledsido del
trifosfato activo intracelular del Compuesto 2); las exposiciones al metabolito 1-7 contintian
aumentando hasta la dosis mas alta probada, lo que refleja una formaciéon sustancial del TP

activo en estas especies.

Tabla 30. Niveles plasmaticos de los Compuestos 1 y 1-7 después de una dosis oral unica

del Compuesto 2
Especies Rata® Mono"
Dosis (mg/kg) 500 30 100 300
Compuesto 1 Chax (ng/mL) 60,8 63.5 783 501
Tmax (hr) 0.25 0,5-2 1-2 204
AUC a5t 78.2 176 1100 1600
(hr*ng/mL)
Metabolito 1-7 Crax (ng/mL) 541 42.5 131 93.6
AUC a5t 9640 1620 3030 3660
(hr*ng/mL)
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T max (hr) 6-8 12-24 4 4-24

Ty (hr) 15.3 115 15.0 18.8

formulaciones de dosis: *0.5% CMC, 0.5% Tween 80 en agua; ®polvo en capsulas

Ejemplo 21. El Efecto del Trifosfato Activo del Compuesto 1 y el Compuesto 2 sobre la
Integridad Mitocondrial

La eficacia relativa de la incorporacion del trifosfato activo (TP) del Compuesto 1 y del
Compuesto 2, metabolito 1-6 (Esquema 1), por la ARN polimerasa mitocondrial humana se compard con
la eficiencia relativa del TP activo de sofosbuvir y el TP activo de INX-189. El Compuesto 1 y el
Compuesto 2 probablemente no afectan la integridad mitocondrial, ya que su trifosfato activo esta poco
incorporado por la ARN polimerasa mitocondrial humana con una eficiencia similar a la del trifosfato de
sofosbuvir; la eficiencia relativa de incorporacion del trifosfato de INX-189 fue hasta 55 veces mayor.
Los resultados se muestran en la Tabla 31. La incorporacion de estos analogos por la ARN
polimerasa dependiente de ARN mitocondrial humana (POLRMT) se determin6 de acuerdo con
Arnold et al. (Sensibilidad de la transcripcion mitocondrial y resistencia de la Transcripcion
nuclear dependiente de la ARN polimerasa Il de ribonucledtidos antivirales. PLoS Pathog., 2012,
8, ¢1003030).

Tabla 31. Parametros Cinéticos para Analogos de Nucledtidos Evaluados con Polimerasa

de ARN Mitocondrial Humana

Analogo de Kyl (s'l) Ka,app (nM) Kpovkd,app Eficiencia
Nucledtido (pM’ls'l) relativa®
2'-deoxi-2'-F-2'-C- | 0.00034 + 590 + 250 5.8x 107+ 1.0 x10°®
metil UTP (TP 0.00005 2.6x 107
activo de
sofosbuvir)
2'-C-metil GTP | 0,051 + 0,002 240 + 26 2.1x10%+ 5.5x107
(TP activo de 02x10™
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INX-189)

TP activo del 0,0017 + 204 + 94 83x 10°+ 2.2x10°

Compuesto 1y del 0,0002 40x 10°
Compuesto 2

(metabolito 1-6)

*Eficacia relativa = (Kpop/ Kd,app)nuclc()tido analogo / (Kpop/ Kd,app)nuclc()tido natural

Ejemplo 22. Actividad del Compuesto 1 contra los Replicones que contienen la Secuencia
NSSB

Un panel de replicones que contiene las secuencias NS5B de varios genotipos de VHC
derivados de 6 cepas de referencia de laboratorio (GTla, 1b, 2a, 3a, 4a y 5a) (FIG. 19) y de 8
muestras de plasma de pacientes con VHC (GTla, 1b, 2a, 2b, 3a-1, 3a-2, 4a y 4d) (FIG. 20) se
usaron para determinar la potencia del Compuesto 1 y sofosbuvir.

El compuesto 1 fue mas potente que el sofosbuvir contra las cepas clinicas y de laboratorio del
VHC. El Compuesto 1 mostrd una potente actividad antiviral pan-genotipica in vitro contra aislados
clinicos de tipo silvestre con ECys <80 nM, que es de 4 a 14 veces mas potente que el sofosbuvir. Como
se muestra en la FIG. 20, los valores de ECys para el Compuesto 1 fueron 7-33 veces mas bajos que el
sofosbuvir frente a aislados clinicos de todos los genotipos de HCV probados. Los valores de ECs para el
Compuesto 1 fueron 6-11 veces mas bajos que el sofosbuvir frente a cepas de laboratorio de los genotipos

1 a5 del VHC (FIG. 19).

Ejemplo 23. Estudio de dosis tinica ascendente (SAD) del compuesto 2 en voluntarios sanos

(Parte A) y pacientes infectados con GT1-HCV (Parte B)

El Compuesto 2 se probd en un estudio de dosis tnica ascendente (SAD) para medir su
seguridad, tolerabilidad y farmacocinética en sujetos sanos (Parte A). La parte A fue un estudio
aleatorio, doble ciego, controlado con placebo SAD. Los sujetos sanos en la Parte A recibieron
una dosis unica de Compuesto 2 o placebo en el estado de ayuno. Los sujetos se limitaron a la
clinica desde el dia -1 hasta el dia 6.

La dosificacion en cada grupo se escalondé de tal manera que 2 sujetos (1 activo:l

placebo) se evaluaron durante 48 horas después de la dosificacion antes de que se dosificara el
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resto del grupo. Cada grupo recibiéo el Compuesto 2 en orden ascendente. La dosificacion de
grupos secuenciales ocurrid en base a la revision de los datos de seguridad disponibles (hasta el
Dia 5) y los datos farmacocinéticos de plasma (hasta las 24 h) del grupo anterior.

La escalada de dosis procedi6 después de una revision satisfactoria de estos datos. A
medida que surgieron datos farmacocinéticos y de seguridad de los grupos anteriores, las dosis
evaluadas en los grupos 3a-4a se ajustaron en incrementos de no mas de 100 mg. La dosis
maxima total evaluada en la Parte A no superd los 800 mg. El régimen de dosificacion para la

Parte A se muestra en la Tabla 32.

Tabla 32. Régimen de Dosificacion para la Administracion de Compuesto 2, Parte A del

Estudio

Cohorte Poblacion N (activo:placebo) Compuesto 2 S{Compuesto D
la Sano 6:2 50 (45) mgx 1 dia
2a Sano 6:2 100 (90) mg x 1 dia
3a Sano 6:2 200 (180) mg x 1 dia
4a Sano 6:2 400 (360) mg x 1 dia

* Las dosis clinicas se expresan en términos del Compuesto 2, con la base aproximada del Compuesto 1
equivalente entre paréntesis

Los voluntarios sanos en la Parte A del estudio fueron sujetos masculinos y femeninos
entre las edades de 18 y 65 afios. Los receptores activos y de placebo se agruparon dentro de
cada cohorte de la Parte A para preservar el estudio ciego.

El Compuesto 2 también se probd en un estudio de dosis Unica ascendente (SAD) para
medir su seguridad, tolerabilidad, farmacocinética y actividad antiviral en pacientes infectados
con GT1-HCV (Parte B). Los sujetos en la Parte B recibieron una dosis tnica de Compuesto 2 en
el estado de ayuno. Los pacientes se limitaron a la clinica desde el dia -1 hasta el dia 6.

La Parte B se inici6 después de la revision de los datos de seguridad (hasta el Dia 5) y de
farmacocinética del plasma (hasta las 24 h) del Grupo 3a en la Parte A. Los datos de seguridad
disponibles (hasta el Dia 5) y los datos de la farmacocinética (hasta las 24 h) se revisaron el
primer grupo en la Parte B (Cohorte 1b) antes de inscribir grupos posteriores de la Parte B. Los
grupos posteriores de la Parte B solo se dosificaron después de la revision de los datos de
seguridad disponible y datos farmacocinéticos de las dosis respectivas en la Parte A, asi como la

seguridad disponible (hasta el Dia 5) de los grupos anteriores de la Parte B.
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La escalada de dosificacion de hasta 600 mg en pacientes infectados por el VHC se
realizd después de una revision satisfactoria de estos datos. El régimen de dosificacion para la

Parte B se muestra en la Tabla 33.

Tabla 33. Régimen de Dosificacion para el Compuesto 2 en la parte B del Estudio

Cohorte Poblacion N (activo) Compuesto 2 iCompuesto D

GT1 infectada por el .

1b VHC 3 100 (90) mg x 1 dia
GT1 infectada por el .

2b VHC 3 300 (270) mg x 1 dia
GT1 infectada por el .

3b VHC 3 400 (360) mg x 1 dia
GT]1 infectada por el .

4b VHC 3 600 (540) mg x 1 dia

* Las dosis clinicas se expresan en términos del Compuesto 2, con la base aproximada del Compuesto 1
equivalente entre paréntesis.

Los pacientes infectados con el VHC fueron sujetos no tratados infectados con GT1 no cirréticos

con una carga viral de > 5 log;o IU/mL.

No se registraron eventos adversos graves ni se requirieron interrupciones prematuras en
cualquiera la Parte A o la Parte B. Todos los efectos adversos fueron de intensidad leve a
moderada y no se observaron patrones relacionados con la dosis, incluyendo parametros de

laboratorio, signos vitales y ECG.
Ejemplo 24. Resultados del Estudio de Dosis Unica Ascendente (SAD) del Compuesto 2

La farmacocinética del Compuesto 1y el metabolito del nucledsido 1-7 se midieron después de la
dosis unica del Compuesto 2. Las concentraciones plasmaticas minimas de C,4 (Cy4,) del metabolito 1-7
en pacientes infectados por el VHC después de una dosis de 600 mg del Compuesto 2 fueron de 25.8
ng/mL, que es mas del doble de la dosis de concentracion plasmatica después de una dosis de 300 mg de
Compuesto 2. El metabolito 1-7 (que se muestra en el Esquema 1) solo se puede generar a través de la
desfosforilacion del metabolito 1-4, metabolito 1-5 y metabolito 1-6 del fosfato intracelular, que es la
especie activa. Por lo tanto, el metabolito 1-7 puede considerarse un sustituto de la especie activa. Los
datos farmacocinéticos para todos los grupos se muestran en la Tabla 34 y la Tabla 35. Los

valores se informan como media + desviacion estandar, excepto para T.., donde se informa la media
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(rango). Los parametros farmacocinéticos fueron comparables en pacientes sanos e infectados por

el VHC.

Tabla 34. Farmacocinética Humana del Compuesto 1 y del Metabolito 1-7 después de la

administracion de una Dosis Unica del Compuesto 2 en Voluntarios Sanos

Dosis Cax T . (h) AUC,, T,, (h) Com
(mg) (ng/mL) (ng*h/mL) (ng/mL)
Parte A, Sujetos Sanos
50 46.4£17.6 | 0.5(0.5-0.5) | 36.4+12.3 063§2i --
0.53+
+ - + -
Compuesto 100 156 £96.3 | 0.5(0.5-1.0) | 167+ 110 0.4
1 200 818 +443 | 0.5(0.5-3.0) | 656 =255 06711; --
400 1194 £401 | 0.5 (0.5-1.0) | 1108 =326 0(')816; --
7.07 +
50 27.9+£5.62 | 3.5(3.0-4.0) | 285+69.4 459 2.28 +£0.95
100 56.6 £14.0 | 4.0 (3.0-6.0) | 663 +242 17.7% 445+ 1.87
Metabolito 14.7
17 200 111 £38.8 | 5.0(3.0-6.0) | 1524 +497 1;'99; 13.7+5.09
+
400 153+49.4 | 6.0 (4.0-8.0) | 2342 + 598 12'367 23.5+6.31

* Basado en el perfil de 24 horas.

Tabla 35. Farmacocinética Humana del Compuesto 1 y del Metabolito 1-7 después de la

Administracion del Compuesto 2 en Pacientes Infectados con GT1-HCV

Dosis Cmax Tmax (h) AUCtot Tl/z (h) C24h
(mg) (ng/mL) (ng*h/mL) (ng/mL)
100 | 212+32.0 | 0.5(0.5-1.0) | 179+54.4 | 0.54+0.12 -
300 | 871+590 | 0.5(0.5-1.0) | 818+475 | 0.64+0.20 -
Compuesto | 300 | 2277 +893 | 0.5 (0.5-1.0) | 1856+ 1025 | 0.84+0.18 h
1 2675 + -
400 2114 1.0 (1.0-2.0) | 2408 + 1013 | 0.86+0.18
3543 + -
600 1649 1.0 (0.5-1.0) | 4132 £ 1127 | 0.70 +0.13
Metabolito | 100 | 50.2+15.4 | 6.0 (4.0-6.0) | 538+ 103* | 84 +43* | 3.60+0.40
1-7 300 | 96.9+38.9 | 6.0 (3.0-6.0) | 1131 £273% | 8,1+24% | 10.9+3.51
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300 123 £16.6 | 4.0 (3.0-6.0) | 1420+ 221 -- 18.0 + 8.83
400 160 +36.7 | 4.0(4.0-4.0) | 2132 +120 | 11.6+1.21 | 22.5+3.29
600 198 +£19.3 14.0(4.0-6.0) | 2176116 -- 25.8 £4.08

* Basado en el perfil de 24 horas.

Los perfiles medios de concentracion plasmatica en el tiempo del Compuesto 1 y del
metabolito 1-7 también se calcularon para todas los cohortes de la Parte A y la Parte B del
estudio. La FIG. 21 es la concentracion plasmatica media del Compuesto 1 después de una dosis
unica del Compuesto 2 y la FIG. 22 es la concentracion plasmatica media del metabolito 1-7
después de una dosis unica del Compuesto 2. Como se muestra en la FIG. 21, el Compuesto 1 se
absorbi6 rapidamente y se metabolizo rapida/extensamente en todas las cohortes de la Parte B.
Como se muestra en la FIG. 22, el metabolito 1-7 fue un metabolito principal y exhibid
concentraciones plasmaticas sostenidas. La exposicion plasmatica del Compuesto 1 estuvo
relacionada con la dosis, mientras que la exposicion del metabolito 1-7 fue proporcional a la
dosis.

Para los sujetos infectados por el VHC de la Parte B, las mediciones de la cuantificacion
del ARN del VHC se realizaron antes, durante y después de la administracion del Compuesto 2.
Las determinaciones de ARN del VHC en plasma se realizaron mediante el uso de un ensayo
comercial validado. La linea de base se defini6 como la media del Dia -1 y el Dia 1 (antes de la
dosis). Una dosis unica de 300 mg del Compuesto 2 (equivalente a 270 mg del Compuesto 1) dio
como resultado una actividad antiviral significativa en sujetos infectados por GT1b-VHC. La
reduccion méaxima media del ARN del VHC 24 horas después de la dosis después de una dosis
unica de 300 mg fue de 1,7 logl0 UI / ml, y esto se compara con una reduccion de 1.7 logo
IU/mL después de 1 dia de 400 mg de monoterapia con sofosbuvir en pacientes infectados por el
VHC en GTla. La reduccion maxima media del ARN del VHC 24 horas después de la dosis
seguido de una dosis unica de 100 mg fue de 0.8 log;o [U/mL. La reduccién méaxima media del
ARN del VHC fue de 2,2 log;o IU/mL después de una dosis unica de 400 mg. Los analisis
farmacocinéticos/farmacodinamicos individuales para los sujetos individuales de la Parte B del
estudio se muestran en las Figs. 23A-23F. La concentracion de metabolito 1-7 se grafica contra
la concentracion de reduccion de ARN del VHC, y como se muestra en las Figs. 23A-23F, la

reduccion del ARN del VHC en plasma se correlaciona con la exposicion al metabolito
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plasmatico 1-7. La respuesta viral se mantiene con las concentraciones plasmaticas del
metabolito 1-7 que son mayores que el valor ECys frente a GT1b. La correlacion entre la
concentracion plasmatica y los niveles de reduccion de ARN del VHC indica que se podra lograr

una respuesta mas profunda con dosis mas altas de Compuesto 2.

Ejemplo 25. Los niveles minimos predichos de Metabolito 1-7 en estado estacionario
superan los valores del Compuesto 1 EC95 contra aislados clinicos de VHC GT 1-4

Como se muestra en la FIG. 24, se predijeron los niveles plasméticos minimos en el
estado estacionario (C24, ss) del metabolito 1-7 seguido de la dosificacion del Compuesto 2 en
humanos (600 mg QD (550 mg de base libre equivalente) y 450 mg QD (400 mg de base libre
equivalente)) se predijeron y se compararon con el ECys del Compuesto 1 in vitro en todos los
aislamientos clinicos probados para determinar si la concentracion plasmatica en el estado
estacionario es consistentemente mas alta que el ECos, lo que resultaria en una alta eficacia
contra multiples aislamientos clinicos in vivo. El ECys para el Compuesto 1 es el mismo que el
ECys del Compuesto 2. Para que el Compuesto 2 sea efectivo, el nivel plasmatico en el estado
estacionario del metabolito 1-7 debe exceder el ECos.

Como se muestra en la FIG. 24, el ECys del Compuesto 2 contra todos los aislamientos
clinicos evaluados varié de 18 a 24 nM aproximadamente.

Como se muestra en la FIG. 24, el Compuesto 2 a una dosis de 450 mg QD (400 mg de
base libre equivalente) en humanos proporciona una concentracion plasmatica media aproximada
(Caa4, ss) de aproximadamente 40 ng/mL. E1 Compuesto 2 a una dosis de 600 mg QD (550 mg de
base libre equivalente) en humanos proporciona una concentracion plasmatica media aproximada
(Ca4, ss) de aproximadamente 50ng/mL.

Por lo tanto, la concentracion plasmatica en el estado estacionario predicha del
metabolito sustituto 1-7 es casi el doble del ECys frente a todos los aislamientos clinicos
probados (incluso el GT3a dificil de tratar), lo que indica un rendimiento superior.

En contraste, el ECy5 del estandar de cuidado de nucleodtidos sofosbuvir varia de 50 a 265
nM en todos los aislamientos clinicos del VHC evaluados, con un ECys menor que la
concentracion predicha en el estado estacionario en la dosis comercial de 400 mg para solo dos

aislamientos, GT2a y GT2b. El ECys para la dosis comercial de 400 mg de sofosbuvir es mayor
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que la concentracion en estado estacionario predicha para otros aislados clinicos, GT1a, GT1b,
GT3a, GT4a y GT4d.

450 mg de Compuesto 2 en el estado estacionario a través de la concentracion plasmatica
(Ca4, ss) se predijo utilizando la concentracion plasmatica minima de 300 mg en el estado
estacionario C24, ss). La concentracion plasmatica minima media en el estado estacionario (Coa,
ss) @ 300 mg fue de 26.4 ng/mL, y por lo tanto el célculo fue de 26.4*450/300=39.6 ng/mL.

La concentracion plasmatica minima en el estado estacionario de 600 mg (Cas, ) se
predijo mediante tres métodos: 1) la media del Dia 1 Cy4 de 600 mg fue de 25.8 ng/mL y se
supuso un aumento del 60% para alcanzar el estado estacionario. Por lo tanto, el célculo fue
25.8*%1.6=41.3 ng/mL; 2) la media de 400 mg en el dia 1 Cy4 fue de 22.5 ng/mL y se asumi6 un
aumento del 60% para alcanzar el estado estacionario. Teniendo en cuenta la dosis proporcional
de PK, el célculo fue de 22.5*%1.6%600/400=54 ng/mL; y 3) la concentracion plasmatica minima
en el estado estacionario de 300 mg (Caa4, ss) fue de 26.4 ng/mL y se asumi6 una PK proporcional.
Por lo tanto, el calculo fue 26.4*2=52.8 ng/mL. La concentracion plasmatica minima en el estado
estacionario 600 mg (C24, ss) es el promedio de los 3 puntos de datos ( (41.3+54+52.8)/3=49.3
ng/mL). En general, hay un aumento de 60% aproximadamente en C,4 en estado estacionario en
comparacion con Cy4 después de una dosis Unica.

Los datos que comparan la eficacia y los parametros farmacocinéticos de estado
estacionario en la FIG. 24 demuestra claramente la inesperada importancia terapéutica del
Compuesto 2 para el tratamiento de la hepatitis C. De hecho, se pronostica que el nivel
plasmatico en estado estacionario predicho después de la administracion del Compuesto 2 es al
menos 2 veces mayor que el ECos para todos los genotipos probados, y es 3 a 5 veces mas
potente que el GT2. Estos datos indican que el Compuesto 2 tiene una potente actividad antiviral
pangenotipica en humanos. Como se muestra en la FIG. 24, el ECys de sofosbuvir en el GT1,
GT3 y GT4 es mayor que 100 ng/mL. Por lo tanto, sorprendentemente, el Compuesto 2 es activo
contra el VHC en una forma de dosificacion que brinda una concentracion en estado estacionario
inferior (40-50 ng/ml) que la concentracion resistente en el estado estable (aproximadamente 100

ng/ml) alcanzada por una forma de dosificacion similar a sofosbuvir.

Ejemplo 26. Descripcion de la Formulacion y Fabricacion del Compuesto 2
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En la Tabla 36 se presenta una formula de lote representativa no limitante para comprimidos de
Compuesto 2 (50 mg y 100 mg). Las tabletas se produjeron a partir de una mezcla comun utilizando
un proceso de compresion directa como se muestra en la FIG. 25. El ingrediente farmacéutico
activo (API) se ajusta en funcion del ensayo tal cual, con el ajuste realizado en el porcentaje de
celulosa microcristalina. E1 API y los excipientes (celulosa microcristalina, lactosa monohidrato
y croscarmelosa sddica) se seleccionaron, se colocaron en un mezclador en forma de V (PK
Blendmaster, tazén de 0,5 L) y se mezclaron durante 5 minutos a 25 rpm. Luego se selecciono el
estearato de magnesio, se agregd y la mezcla se mezcld durante 2 minutos adicionales. La
mezcla comun se dividid para su uso en la produccion de comprimidos de 50 mg y 100 mg. La
mezcla lubricada se comprimié luego a una velocidad de 10 tabletas/minutos utilizando una
prensa de tabletas de investigacion de un solo golpe (Korsch XP1) y un alimentador de polvo por
gravedad. Los comprimidos de 50 mg se produjeron utilizando herramientas concavas redondas
de 6 mm y fuerzas de 3.5 kN. Los comprimidos de 100 mg se produjeron utilizando

herramientas concavas estandar redondas de 8 mm y fuerzas de 3.9-4.2 kN.

Tabla 36. Formulacion de comprimidos del Compuesto 2 de 50 mg y 100 mg

Materia prima % g/lote Mg/unidad
peso/peso Comprimido de Comprimido de
50 mg 100 mg
Compuesto 2 50.0 180.0 50.0 100.0
Celulosa 20.0 72.0 20.0 40.0
microcristalina,
USP/NF, EP
Lactosa Monohidrato, 24.0 86.4 24.0 48.0
USP/NF, BP, EP, JP
Croscarmelosa de sodio, 5.0 18.0 5.0 10.0
USP/NF, EP
Estearato de magnesio, 1.0 3.6 1.0 2.0
USP/NF, BP, EP JP
Total 100,0 200.0
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El Compuesto 2 se ajusto en funcion del ensayo tal cual, con el ajuste realizado en el porcentaje
de celulosa microcristalina. El Compuesto 2 y excipientes (celulosa microcristalina, lactosa monohidrato
y croscarmelosa sodica) se seleccionaron, se colocaron en un mezclador en forma de V (PK Blendmaster,
tazon de 0,5 L) y se mezclaron durante 5 minutos a 25 rpm. Luego se selecciond estearato de
magnesio, se agregd y la mezcla se mezcld durante 2 minutos adicionales. La mezcla comin se
dividi6 para su uso en la produccion de comprimidos de 50 mg y 100 mg. La mezcla lubricada se
comprimi6 luego a una velocidad de 10 tabletas/minutos utilizando una prensa de tabletas de
investigacion de un solo golpe (Korsch XP1) y un alimentador de polvo por gravedad. Los
comprimidos de 50mg se produjeron utilizando herramientas céncavas redondas de 6 mm y
fuerzas de 3,5 kN. Los comprimidos de 100 mg se produjeron utilizando herramientas concavas
estandar redondas de 8§ mm y fuerzas de 3.9-4.2 kN. Las especificaciones de los comprimidos de

50 mg y 100 mg se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37. Especificaciones de los Comprimidos de 50 mg y 100 mg de Compuesto 2

Tabletas de 50 mg Tabletas de 100 mg
Peso promedio (n = 10) 100 + 5 mg 200 + 10 mg
Peso individual 100 + 10 mg 200 + 20 mg
Dureza 5.3 kp 8.3 kp
Desintegracion < 15 minutos < 15 minutos
Friabilidad NMT 0.5% NMT 0.5%

Los comprimidos de 50 mg y 100 mg producidos como se describe anteriormente se
sometieron a estudios de estabilidad de 6 meses en tres condiciones: 5 °C (refrigeracion), 25
°C/60% HR (ambiente) y 40 °C/75% HR (acelerada). Tanto los comprimidos de 50 mg como los
de 100 mg fueron quimicamente estables en las tres condiciones analizadas.

En condiciones de refrigeracion (5 °C), tanto los comprimidos de 50 mg como los de 100
mg permanecieron solidos blancos que no cambiaron de aparienciade T=0a T = 6 meses. A lo
largo del estudio de 6 meses, no se informaron impurezas superiores al 0,05% para cualquiera de
los comprimidos de 50 mg o comprimidos de 100 mg. El contenido de agua después de 6 meses
también fue inferior al 3.0% p/p para ambo comprimidos Se reportaron resultados similares

cuando los comprimidos se sometieron a condiciones ambientales (25 °C/60% HR); no se
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informaron impurezas mayores de 0,05% a lo largo de los 6 meses para ambos comprimidos y el
contenido de agua no super? el 3,0% p/p en la marca de los 6 meses. Cuando los comprimidos se
sometieron a condiciones aceleradas (40 °C/ 75% de HR), el aspecto de los comprimidos de 50
mg y 100 mg no cambid de un comprimido redondo blanco. Se informd una impureza después
de 3 meses, pero la impureza fue de solo el 0.09%. Se inform¢ una segunda impureza después de
6 meses, pero el porcentaje de impureza total fue de solo 0.21% para ambos el comprimido de 50
mg y 100 mg. El contenido de agua fue del 3,4% p/p a los 6 meses para los comprimidos de 50
mg y del 3,2% p/p para los comprimidos de 100 mg.

En un estudio separado, la estabilidad de los comprimidos de 50 mg y 100 mg del Compuesto 2
en condiciones ambientales (25 °C/60% HR) se midi6 durante 9 meses. La apariencia del comprimido
de 50 mg y 100 mg no cambid de un comprimido redondo blanco en el transcurso de 9 meses.
Las impurezas en el comprimido de 50 mg fueron inferiores al 0,10% después de 9 meses y las
impurezas en el comprimido de 100 mg fueron inferiores al 0,05%. El contenido de agua del
comprimido de 50 mg y el comprimido de 100 mg después de 9 meses fue de solo 2.7% p/p y
2.6% p/p, respectivamente.

Esta especificacion se ha descrito con referencia a modalidades de la invencion. Sin
embargo, un experto en la técnica aprecia que se pueden realizar diversas modificaciones y
cambios sin apartarse del alcance de la invencién como se establece en las reivindicaciones a
continuacion. En consecuencia, la especificacion debe considerarse en un sentido ilustrativo en
lugar de restrictivo, y todas estas modificaciones estdn destinadas a ser incluidas dentro del

alcance de la invencion.
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