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Descrigdo referente a patente

de inveng8o de THE WELLCOME
FOUNDATION LIMITED, briténica,
industrial e comercial, com se
de em Unicorn House, 160 Eus-
ton Road, London NW1 2BP, In-
glaterra, (inventores: George
Robert Painter TIII e Phillip
Allen Furman, residentes nos
Estados Unidos da America), pa
ra, ”COMBINAQKO ANTIVIRAL DE
NUCLEOSIDOS E PROCESSO PARA A

SUA PREPARAGAO"

DESCRICAO

A presente invengdo refere-gse a combinagles
antivirais sinérgéticas de derivados de nucledsidos, as formulg
cBes farmaceuticas contendo as referidas combinagles e & sua
utilizag8o na terapia médica, particularmente no tratamento de
infecg8es por virus, especialmente infecgles causadas por retro

virus.

0 sindroma da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) é uma doenga imunossupressiva ou imunodestructiva que
predisple os pacientes a infec¢des ocassionais fatais. Tipica-
mente a SIDA estad associada a uma perda progressiva de células
T, especialmente o subconjunfo auxiliar-indutor que transporta

o marcador de superficie OKT4.
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0 virus da imunodeficié&ncia humana (HIV)
foi isolado de forma reproductivel a partir de pacientes com
SIDA ou com os sintomas que frequentemente precedem a SIDA, O
HIV é citopatico e parece infectar e destruir preferencialmente
as células T que transportam o marcador OKT4. E agora reconheci
do genericamente que o HIV é o agente etioldgico da SIDA.

Degde a descoberta de que o HIV & o agente
eticlbégico da SIDA, tém feitas numerosas propostas para agentes
quimioterapeuticos anti-HIV que possam ser eficazes no tratamen
to dos doentes de SIDA. Assim por exemplo, a Especificagdo de
Patente Europeia 0 382 526 descreve 1,3-oxatiolanos substitui-
dos anti-HIV. A EspecificagZo da Patente Americana 4 724 232 e
a Especificagio Europeia O 196 185 descrevem a 3'-azido-3'-deso
xitimidina (que tem o nome aprovado zidovudina) e a sua utiliza

¢do no tratamento da SIDA.

Descobrimos agora que a 1-(2-(hidroximetil)
-1,3-oxatiolano-5-11)-5-fluor-citosina, em combinag&o com a 3'-
—azido-3'-desoxitimidina (Zidovudina), resulta numa potenciag®o
surpreendentemente grande da actividade anti-HIV dos compostos.
A utilizacg8io de 1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-5-1i1)-5-flu-
orcitosina em conjung@o com a zidovudina produz um aumento si-
nergético de actividade anti-HIV, em comparag8o com as activi-

dades anti-HIV dos compostos tomados individualmente.

De acordo com a primeira caracteristica da
presente invengZio revela-se uma combinag8io de (a) 1-(2-(hidroxi

metil)-1,3-oxatiolano-5-1il1)-5-fluorcitosina de férmula (I):
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ou de um seu derivado fisiologicamente funcional, e (b) 3'-azi-
do-3'-desoxitimidina (ZIDOVUDINA) de férmula (II):

CH

HO 0
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ou de um seu derivado fisiologicamente funcional, sendo os com-
ponentes (a) e (b) da combinag8io empregues em conjunto de modo
que seja obtido um efeito antiviral sinergético. 0 termo "efei-
to antiviral sinergético" é aqui utilizado para identificar um
efeito antiviral que é superior ao efeito puramente aditivo pre

visivel dos componentes individuais (a) e (b) da combinagHo.

Note-se que o composto de fbérmula (I)
contém dois centros quirédlicos e por conseguinte existe na for-
ma de dois pares de isbmeros ©bpticos (isto &, enantidmeros) e
as suas misturas, incluindo as misturas racémicas. Assim, o com
posto de férmula (I) pode ser ou um isbémero cis ou um isbmero

trans, ou uma mistura dos mesmos. Cada isdmero cis e trans pode

existir como um de dois enantibmeros, ou a sua mistura, incluin
do misturas racémicas. Todos estes isdmeros e as suas misturas,
incluindo as misturas racémicas est8o dentro do &mbito da inven
¢80, que também inclui as formas tautoméricas dos compostos de
férmula (I) e (II). S#o preferidos os isémeros cis do composto
de férmula (I).

Por "derivado fisiologicamente funcional"
entende-se um sal, éster ou sal de um éster farmaceuticamente
aceiltéaveils, dos compostos de férmulas (I) e (II), uma amida far

maceuticamente aceitavel do composto de férmula (I) ou qualquer




outro composto que por administracZo ao paciente geja capaz de
fornecer (directa ou indirectamente) o referido composto de foér

mula (I) ou um metabolito activo ou residuo do mesmo.

Os ésteres preferidos de acordo com a inven
¢do incluem ésteres de Acidos carboxilicos nos quais a parte
ndo carbonilo do grupo éster & escolhida de radicais alquilo de
cadeia linear ou ramificada, por exemplo n-propilo, t-butilo,
n-butilo, alcoxialquilo (por exemplo metoximetilo), arilalquilo
(por exemplo benzilo), ariloxialquilo (por exemplo fenoximeti-
lo) e arilo (por exemplo fenilo); ésteres sulfonatos tais como
de alquil ou arilalquilsulfonilo (por exemplo metanossulfonilo)
; ésteres de aminocicidos (por exemplo L-valilo ou L-isoleuci-
lo); ésteres de Acidos dicarboxilicos (por exemplo hemi-succina
to); e ésteres mono, di ou trifosfato. Os ésteres fosfatos po-
dem ser posteriormente esterificados por exemplo por um alcool
com um a 20 Atomos de carbono ou um seu derivado reactivo, ou
por um 2,3-diacil-glicerol com 6 a 24 atomos de carbono na par-

te acilo.

Qualquer fracg#do alquilo presente nestes és
teres contém vantajosamente 1 a 18 Atomos de carbono, particu-
larmente 1 a 4 Atomos de carbono. Qualquer fracgdo arilo presen
te nestes éteres compreende vantajosamente um grupo fenilo even
tualmente substituido, por exemplo por halogéneo, alguilo com 1
a 4 Atomos de carbono, alcoxi com 1 a 4 &tomos de carbono ou

nitro.

As amidas farmaceuticamente aceitéveis do
composto de férmula (I) mencionadas acima incluem os derivados
nos quais o grupo amino da citosina est& presente na forma de
uma amida, por exemplo -NHCOR em que R representa um grupo al-
quilo com 1 a 6 Atomos de carbono ou arilo (por exemplo fenilo
eventualmente substituido por halogéneo, alquilo com 1 a 4 Ato-
mos de carbono, alcoxi com 1 a 4 &atomos de carbono, nitro ou
hidroxilo).




Os exemplos de sais farmaceuticamente acei-
taveis de acordo com a presente inveng3o incluem sais bésicos,
por exemplo derivados de uma base apropriada, tal como sais de
metails alcalinos (por exemplo sbédio), de metais alcalinoterro-
sos (por exemplo magnésio), de amdnio e de NXZ (em que X repre-
senta alquilo com 1 a 4 atomos de carbono). Os sais de adigdo
de &cido farmaceuticamente aceitéveis incluem sais de &cidos
carboxilicos orgédnicos, tais como os A&cidos acético, lActico,
tartarico, mé&lico, isetibnico, lactobidnico e succinico; de aci
dos sulfénicos tais como os acidos metanossulfdnico, etanossul-
fénico, benzenossulfdénico e ptoluenossulfdnico, e de acidos
inorgénicos tais como Acidos cloridrico, sullfGrico, fosférico

e sulfamico.

Os exemplos de infecg¢les virais e estados
clinicos associados que podem ser tratados ou prevenidos de a-—
cordo com a invéngéo, incluem infecg8es retrovirais humanas,
tais como pelos virus de imunodeficiéncia humana (HIV), por
exemplo HIV-1 ou HIV-2, e por virus linfotrdpico de células T
humanas (HTLV), por exemplo por HTLV-I ou HTLV-II. As combina-
¢cBes da presenté inveng8o s#o particularmente Gteis para o tra-
tamento de SIDA e estados clinicos relacionados, tais como o
complexo relacionado com SIDA (ARC), linfadenopatia generaliza-
da progressiva (PGL), estados neuroldgicos associados com SIDA,
tais como esclerose miltipla ou paraparesis tropidal, estados
de anticorpo positiveo anti-HIV e HIV-positivo, tais como trom-
bocitopénica parpura. As combinag8es da presente invencg#o tam-
bém podem ser utilizadas no tratamento de psoriase. As combina-
¢Bes da presente invengdo provaram ser particularmente aplicé-
veis ao tratamento de infecgles assintomiticas ou doengas causa

das por retrovirus humanos, ou associadas a estes.

De acordo com a segunda caracteristica da
inveng&o revelam-se combinagBes como foram descritas acima, pa-
ra utilizag8o em terapia médica, particularmente para o trata-
mento ou a profilaxia de qualquer das infecgles virais ou esta-
dos mencionados anteriormente, especialmente infecgbes por HIV,

incluindo a SIDA.




A presente inveng8o inclui adicionalmente
um processo para a preparagdo das combinagles anteriormente des
critas, o qual compreende associarem-se os componentes (a) e (b
) da combinag&o num medicamento de modo a proporcionar um efei-

to antiviral sinergético.

Num outro aspecto da presente invengio reve
la-se a utilizag8o de uma combinagZo de acordo com a presente
invengdo na manufactura de um medicamento para o tratamento de

qualquer das infecgles virals ou estados anteriormente descri-
tos.

A presente invengZo revela adicionalmente
um método para o tratamento ou a profilaxia de infecg¢Bes virais
(especialmente infecgdes por HIV) num mamifero (incluindo o
homem), o qual compreende a administrag8o ao referideo mamifero
de uma quantidadé eficaz de uma combinag8o tal como foi descri-
ta anteriormente. Nota-se que de acordo com a presente inveng3o
os componentes (a) e (b) da combinacZo podem ser administrados
simultaneamente ou em sequéncia. Neste Gltimo caso, todavia, os
componentes s8o administrados dentro de um intervalo de tempo
suficientemente curto para assegurar que seja obtido um

efeito antiviral sinergético.

A presente invengfio também revela um método
de potenciagdo num mamifero (incluindo o homem) tendo uma infec
g8o viral, das actividades antivirais dos componentes (a) e (b)
da combinag&o, © qual compreende a administrag®o ao referido ma
mifero de uma quantidade sinergeticamente eficaz do componente
(a) simultaneamente, imediatamente antes ou imediatamente de—

pois relativamente a administrag8o do componente (b).

Uma vantagem da combinagZo da presente in-
vengao é o facto de ela possibilitar atingir-se umareficécia
antiviral ampliada para uma dose particular de um dos componen-
tes antivirais (comparado com o componente usado isoladamente),
aumentando assim o indice terapeutico do componente. Assim, por

exemplo, a combinag8o pode ser usada para tratar estados que de
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outro modo requeririam doses relativamente maiores do componen-
te antiviral, as quais podem ocorrer problemas de toxicidade.
As doses menores da combinag®o podem proporcionar uma maior con

veniéncia para o paciente e uma tolerincia acrescida.

As combinagdes da presente inveng8o podem
ser administradas a um mamifero de uma forma convencional. Tal
como se indicou acima, os componentes (a) e (b) podem ser admi-
nistrados simultaneamente (por exemplo numa formulag#o farmaceu
tica unitéria) ou separadamente (por exemplo em formulagBes far
maceuticas separadas). Em geral as combinagdes podem ser admi-
nistradas por via tépica, oral, rectal ou parentérica (por exem
plo, intravenosa, subcutdnea ou intramuscular). E de notar que
a via pode variar por exemplo com a gravidade do estado a tra-

tar e a identidade do paciente.

Note-se que embora haja geralmente uma rela
¢gdo 6ptima dos componentes para assegurar a maxima potenciagdo,
mesmo uma quantidade visivelmente menor de um componente seré
suficiente para potenciar de alguma medida o efeito do outro, e
assim qualquer relag3o dos dols componentes potenciantes possui
rd ainda o efeito sinergético requerido. Todavia, o sinergismo
maximo é geralmente observado quando os dois componentes esto

presentes de acordoc com relag¢gles particulares.

Assim, as relagles molares Optimas de zido-
vudina para 1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatioclano-5-il)-5-fluorci-
tosina, ou o0s seus respectivos derivados fisiologicamente fun-
cionails, para utilizagZo de acordo com a presente inveng8o, es-
t8o compreendidas desde 1:1 até 1:600, de preferéncia de 1:10

até 1:250 e muitos preferivelmente 1:25.

Adiante os componentes da combinag8o podem

ser designados por "ingredientes activos'".

A dose da combinagZo dependerid do estado do
paciente tratado e de outros factores clinicos, tais como o pe-
so e o estado do paciente e a via de administrag#@o dos componen

tes das combinagéés. Os exemplos de intervalos de doses e de
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relagdes de componentes s8o os seguintes:

em geral uma dose conveniente da combinac8o da presente inven-
¢do, com base no peso total dos componentes (a) e (b), situa-
-se num intervalo de 3 a 120 mg por Kg de peso corporal do pa-
ciente e por dia, de preferéncia no intervalo de 6 a 90 mg por
Kg de peso corporal e por dia, e muito preferivelmente no inter
valo de 15 a 60 mg por Kg de peso corporal e por dia. A dose
desejavel é de preferéncia apresentada como 2, 3, 4, 5,
6 ou mais subdoses administradas a intervalos apropriados ao

longo do dia. Estas subdoses podem ser administradas na forma

de unidades de dosagem, por exemplo contendo 10 a 1500 mg, de
preferéncia 20 a 1000 mg e multo preferivelmente 50 a 700 mg

dos ingredientes activos por forma de unidade de dosagem.

Embora seja possivel que os ingredientes ac
tivos séjam administrados isoladamente, é preferivel que os mes
mos se apresentem na forma de formulacgBes farmaceuticas. As for
mulagdes farmaceuticas da presente invencg#o compreendem uma com
binag8o de acordo com a invengfo em conjunto com uma ou mais
substéncias veiculares ou excipientes farmaceuticamente aceitéi-
veis, e eventualmente outros agentes terapeuticos. Quando os
componentes individuais da combinag&c s3o administrados separa-
damente, sfo geralmente apresentados, cada um, na forma de uma
formulagdo farmaceutica. As referéncias adiante a formulagles,
excepto quando indicado o contrério, referem-se a formulagdes
contendo quer a combinagfo quer um dos seus componentes. As for
mulagBes incluem formas apropriadas para administracio oral,
rectal, nasal, tépica (incluindo transcut&nea, bucal e sub-lin-
gual), vaginal ou parentérica (incluindo subcut@nea, intramuscu
lar, intravenosa e intradérmica). As formulagdes podem apresen-
tar-se convenientemente numa forma de unidade de dosagem & po-
dem ser preparadas por qualquer método bem conhecido na
técnica farmaceutica. Estes métodos incluem um passo de se asso
ciarem os ingredientes activos e a substancia veicular que con-

tém um ou mais ingredientes acessbrios.




Em geral as formulagles s#o preparadas asso
ciando intima e uniformemente os ingredientes activos com subs-
téncias veiculares liquidas ou subst@ncias veiculares sbélidas
finamente divididas, ou ambas, e depois se necessério conforman

do o produto.

As formulag8es da presente invengZo apropri
adas para administragfo oral podem apresentar-se na forma de
unidades discretas, tais como cépsulas, pastilhas ou comprimi-
dos, contendo cada um uma quantidade pré—determinada do ingre-
diente activo; ou na forma de um pd ou granulado; ou na
forma de uma solug8io ou suspensfo num liquide aquoso ou nio
aquoso; ou na forma de uma emulsZo liquida O6leo em &gua, ou
emulsfio liquida &dgua em 6leo. O ingrediente activo pode também

apresentar-se como uma pilula grande, electuadrio ou pasta.

Um comprimido pode ser preparado por com-
press&o ou moldagem, eventualmente com um ou mais ingredientes
acessbérios. Os comprimidos obtidos por compressfio podem ser pre
parados comprimindo numa méaquina apropriada os ingredientes ac-
tivos numa forma solta, tal como um pd ou grénulos, eventualmen
te misturado com um aglutinante (por exemplo povidona, gelatina
hidroxipropilmetil-celulose), lubrificante, diluente inerte,
conservante, desintegrante (por exemplo glicolato de amido de
sédio, povidona recticulada, carboximetilcelulose de sbddio rec-
ticulada), um agente tensiocactivo ou um dispersante. Os compri-
midos moldados podem ser produzidos moldando numa maquina apro-
priada uma mistura do composto em pdé humedecido com uma substén
cia veicular liquida inerte. Os comprimidos podem eventualmente
ser revestidos, ou dotadcs de um entalhe ou podem ser formula-
dos de modo a proporcionarem uma libertag8o lenta ou controlada
dos ingredientes activos contidos, utilizando por exemplo hidrg
xipropilmetil-celulose em proporgdes variaveis de modo a propor
cionar o perfil de libertagZ@o pretendido. Os comprimidos podem
eventualmente ser dotados de um revestimento entérico, para pro
porcionar a libertagdo numa parte do intestino e n#o no estd-

mago.




As formulagles apropriadas para administra-
¢8o tbépica na boca incluem pastilhas compreendendo o ingredien-
te activo numa base aromatizada, geralmente sacarose e goma de
acécia ou tragacanto; pastilhas compreendendo o ingrediente ac-
tivo numa base inerte, tal como gelatina e glicerina, ou saca-
rose e acicia; e solutos para lavagem bucal compreendendo o in-
grediente activo numa substancia veicular liquida apropriada.
As formulagdes para administracg8o rectal podem apresentar-se
na forma de um supositdédrio com uma base apropriada compreenden-

do por exemplo manteiga de cacau ou um salicilato.

A administrag8o tbépica também pode ter lu-

gar por meio de um dispositivo iontoforético transcutfneo.

As formulagles apropriadas para administra-
¢do vaginal podem apresentar-se na forma de pessérios, tampdes,
cremes, geles pastosos, espumas ou formulagles em "spray" con-
tendo, adicionalmente ao ingrediente activo, substancias veicu-

lares ja conhecidas na técnica como apropriadas.

As formulacgles apropriadas para administra-
¢80 parentérica incluem solugles para injeccg8o, esterilizadas,
isotdbnicas, tanto aquosas como n#o aquosas, que podem conter an
tioxidantes, tampBes, agentes bacteriostatos e solutos que tor-
nam a formulac8o isotébnica ao sangue do paciente em vista; e
suspensfes esteriligadas tanto aquosas como n#o aquosas, que
podem incluir agentes de suspens#io e agentes espessantes; e.li-
posomas ou outros sistemas microgranulares, que sdo destinados
a compatibilizar os compostos com os componentes sanguineos de
um ou mais Orgfos. As formulagles podem apresgentar-se na forma
de uma unidade de dosagem ou em recipientes fechados de
miltiplas doses, por exemplo ampolas e frascos, e podem ser
armazenados na forma liofilizada, requerendo apenas a adig8o de
uma substéncia veilcular liquida esterilizada,  por exemplo Aagua
para injecg¢8es imediatamente antes da utilizag8o. As solugles e
suspensfes para injecgdo extemporinea podem ser preparadas a
partir de pds, grénulos e comprimidos esterilizados do tipo des

crito anteriormente.
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As formulagBes em unidade de dosagem prefe-
ridas s8o as que contém uma dose di&ria ou uma subdose didria,
tal como j& foi indicada anteriormente, ou uma fracgfio apropria

da da referida dose, de um ingrediente activo.

Note-se que adicionalmente aos ingredientes
mencionados particularmente acima, as formulagdes da presente
inveng8o podem incluir outros agentes convencionais na técnica,
tendo em vista o tipo de formulag8o em causa, por exemplo as
apropriadas para administragfio oral podem incluir ainda outros

agentes tails como edulcorantes, espessantes e aromatizantes,

Os compostos da combinag8c de acordo com a
presente invengZo podem ser preparados de forma convencional. A
zidovudina pode ser preparada, por exemplo, como é descrito na
Patente Americana 4 724 232, aqui incorporada para referéncia.
A zidovudina também pode ser obtida comercialmente da Chemical
Co., milwaukee, WI 53 233, Estados Unidos.

A 1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano—5-il)-
-5-fluor-citosina pode ser preparada, por exemplo, do seguinte

modo:

a) fazendo reagir um composto de 5-fluor-citosina eventualmen

te bloqueado com uma 1,3-oxatiolano de férmula (IIIA)

R,O

S

S

na qual R1 représenta hidrogénio ou um grupo de bloqueio de hi-

droxi e L representa um grupo dissociavel; ou

b) fazendo reagir um composto de férmula (ITIIB)

11




c)

queio de hidroxi inclui grupos de bloqueio tais como acilo (por

exemplo acetilo), arilacilo (por exemplo, benzoilo ou benzoilo

(na qual R1 é definido como anteriormente e RT é um grupo
de bloqueio de amino) com um agentes de fluoragfo que ser—
ve para introduzir um Atomo de fluor na posigBioc 5 do anel

citosina; ou

fazendo reagir um composto de fdérmula (IIIC):

(na qual Ry é definido como anteriormente) com um agente
que serve para converter o grupo oxo na posigdo 4 do anel
uracilo num grupo amino; e sendo os restantes grupos de
bloqueio removidos, de modo a produzir-se o produto preten

dido. ,
Relativamente ao processo a) o grupo de blo
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substituido) tritilc ou monometoxitritilo, benzilo ou benzilo
substituido, trialquilsililo (por exemplo dimetil-t-butil-sili-
lo) ou difenilmetilsililo. O composto de 5-fluor-citosina pode
estar eventualmente bloquado por grupos sililo, por exemplo tri
metil-sililo. Estes grupos podem ser removidos de forma conven-—
cional. O grupo dissoci&vel L é um grupo dissocidvel tipico

dos que s&o conhecidos na técnica da quimica dos nuclebdsidos,
por exemplo halogéneos, tais como cloro ou bromo, alcoxi tails

como metoxi ou etoxi, ou acilo, tais como acetilo ou benzoilo.

A reacgdo no processo a) pode ser realizada
num dissolvente organico (por exemplo 1,2-dicloroetanc ou aceto
nitrilo) na presenga de um Acido de Lewis, tal como cloreto es-—

tanico ou triflato de trimetilsililo.

Os compostos de férmula IITA podem ser obti
dos a partir de um 2-hidroxiacetaldeido convenientemente prote-
gido, de férmula IV

R100H2CHO

na qual Rl é definido como anteriormente, tal como é descrito
em Can. J. Research, 8, 129 (1933) e a Especificagfio de patente

Europeia 0 382 526. A reacg8o de compostos de férmula IV com um
mercaptoacetal de férmula HSCH2CH(OR)2, na qual R representa al
coxl com 1 a 4 atomos de carbono, tal como HSCHQCH(OCZHS)z, co-
nhecido na técnica (Chem. Ber. 85:924-932, (1952)) conduz a com
postos de férmulas IIIA em que L representa OR (alcoxi) por ex-—

emplo metoxli ou etoxi.

Como alternativa os compostos de férmula
ITIA na qual L representa alcoxi, podem ser convertidos em com-
postos de fbérmula IIIA na qual L representa halogéneo ou acilo,

por métodos conhecidos na técnica da quimica dos carbohidratos.

Os compostos de férmula IV podem ser prepa-
rados a partir de 1,2-0-isopropilideno-glicerol por introdugso

de R1 (por exemplo sililo trissubstituido, benzilo ou tritilo)

- 13 -




e remogdo do grupo isopropilideno com um &cido fraco (por exem—
plo acido férmico ou acido acético aquosos) ou brometo de zinco
em acetonitrilo, seguido por oxidag8o do grupo alcool com perio

datos aquosos.

No que se refere ao processo b), o subtitu-
inte 5-fluor pode ser introduzido por métodos conhecidos na téc
nica (M.J. Robins, et al., in Nucleic Acid Chemistry. Parte
2, L.B, Townsend and R.S. Tipson, editores, J. Wiley and sons,
New York, 895-900 (1978) e referéncias ali contidas; R. Duschin
sky in Nucleic Acid Chemistry, Parte 1, L.B. Townsend and R.S.
Tipson, editores, J. Wiley and Sons, New York, 43-46, (1978) e
referéncias ali contidas). O agente de fluoragfo pode ser por

exemplo hipofluorito de trimetilo em fluor-triclorometano.

No que se refere ao processo c¢) © composto
de férmula (IIIC) é preferivelmente tratado com 1,2,4-triazol,
preferivelmente em conjunto com diclorofosfato de 4-clorofenilo
para formar o correspondente composto de 4-(1,2,4-triazolilo)
que & depois convertido no composto desejado de 4-amino (citidi

na) por recgdo por exemplo com metanol.

Os produtos de partida de foérmulas IIIB e
ITIC podem ser preparados por exemplo por reacgZo de uma base
apropriada (eventualmente bloqueada) com um composto de férmula
IIIA de forma andloga & descrita no processo a). Os compostos
5-fluoracilc e b5-fluorcitosina s8o obtidos comercialmente de
Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI 53233, USA.

A separagdo dos isbmeros (+)-cis e (+)-
-trans de férmula (I), por exemplo numa forma bloqueada, pode
ser realizada por cromatografia através de silica-gel com mistu
ras de dissolventes organicos tails como acetato de etilo/meta-
nol, acetato de etilo/hexano ou diclorometano/metanol. Qualquer
grupo de bloqueio pode ser depols removido utilizando o reagen-

te apropriado para cada grupo.

Os ésteres dos compostos componentes de f6£

mulas I e II podem ser preparados de forma convenéional por re-—




acgdo com um agente de esterifiéagéo apropriado, tal como um ha
logeneto de acilo ou anidrido. Os compostos de fdérmulas I e II
ou os seus ésteres podem ser convertidos nos sails farmaceutica-
mente aceitéveis dos mesmos por tratamento com uma base apropri
ada. Um éster ou sal do composto componente pode ser convertido

num composto de origem por hidrdlise.

As amidas farmaceuticamente aceitaveis do
composto de férmula (I) podem ser preparadas por exemplo por
reacgdo com um agente de acilagfo apropriado, por exemplo, um
halogeneto de acilo ou um anidrido que serve para acilar os gru
pos (5'-0H e 4—NH2. 0 grupo acilo pode depois ser removido se-
lectivamente de um ou do outro dos grupos 5'-0H e 4—NH2 . Por
exemplo, o tratamento do composto diacilado em condig8es acidas
por exemplo com um dcido de Lewis, tal como o brometo de zinco
em metanol, remove o grupo 4N-acilo conduzindo ao corresponden-—
te éster em 5'-OH, enquanto que o tratamento do composto diaci-
lado em condig8es alcalinas, por exemplo com metdxido de sbddio,
remove o grupo acilo de 5'-0OH, conduzindo a correspondente 4N-
-amida. Os grupos acilo também podem ser removidos selectivamen
te por tratamento com enzimas de esterase ou lipase existentes
comercialmente, por exemplo esterase de figado de porco
ou lipase pancreética, ou por tratamento de acordo com métodos |

descritos na Memdria da Patente Americana n? 5 071 983. O com—

- posto de férmula (I) pode ser convertido num seu sal farmaceuti

camente aceiltével de forma convencional, por exemplo por trata-

mento com uma base apropriada.

Os exemplos adiante s#o destinados apenas a
fins ilustrativos e n#o podem ser tomados como limitando o ambi
to da patente invencgdo por qualquer forma. ”Ingrediente activo"
refere-se a uma mistura dog componentes zidovudina e cis-1-(2-
~(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-5-il)-5-fluor-citosina na rela-

¢80 molar de 1:25.




Exemplo 1

Formulagfes de comprimidos

As formulagdes A, B e C adiante s#o prepara

Formulagdoc A

ingrediente activo

lactose B.P.

povidona B.P.

glicolato de amido de sdédio

estearato de magnésio

Formulag&o B

ingrediente activo

lactose

Avicel PH 101

povidona B.P.

glicolato de amido de soédio

estearato de magnésio

Formulaggo C

ingrediente activo

lactose

das por granulag#8o por via himida dos ingredientes com uma povi

dona, seguida por adig8o de estearato de magnésio e compressfo.

mg/comprimido

250
210

15.
20
5

500

mg/comprimido
250
150
60
15
20
5

500

mg/comprimido
100
200




amido 50

povidona 5
esrearato de magnésio 4
359

As formulagles seguintes D e E g#o prepara-
das por compressdo directa dos ingredientes misturados. A lac-
tose na formulagdo E € do tipo para compressdo directa (Dairy

Crest- "Zeparox").

Formulag&o D

mg/comprimido
Ingrediente activo 250
amido pré-gelatinizado NF 15 150
400
Formulagdo E
mg/comprimido
ingrediente activo 250
lactose 150
Avicel 100
500

Formulac8o F (formulacdo de libertagfo controlada)

7 A formulag@io é preparada por granulagfo em
himido dos ingredientes com uma solugdo de povidona, seguida

pela adig8o de estearato de magnésio e compressZo.
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MG/comprimido

ingrediente activo 500

hidroxipropil-metil-celulose 112

(Methocel K4M Premium)

lactose B.P. 53

povidona B.P,. 28

esterato de magnésio 7
700

A libertag8o da substincia activa tem lugar
ao longo de um periodo de cerca de 6 a 8 horas e estd com-
pleta passadas 12 horas.

Exemplo 2

Formulag8es de cépsulas

Formulagdo A

Prepara-se uma formulagfo para céapsulas mis
turando os ingredientes da formulag&@o D no exemplo 1 acima e em
balando numa cépsula de gelatina dura de duas partes. A formula

¢80 B (adiante é preparada de forma idéntica.

Formulacg&o B

mg/cépsulas

ingrediente activo 250
lactose B.P. 143
glicolato de amido de sddio 25
estearato de magnésio 2
420




Formulagdo C

mg/cépsulas
ingrediente activo 250
Macrogel 4000 B.P. 350
600

As céapsulas da formulagdo C s#o preparadas
por fusdo do Macrogel 4000 B.P., dispers8o do ingrediente acti-
vo na massa fundida e embalagem desta numa cépsula de gelatina

dura de duas pegas.

Formulagdo D

mg/cépsula
igrediente activo 250
lecitina 100
6leo de amendoim 100
450

As capsulas da formulagZo D s#o preparadas
dispersando o ingrediente activo na lecitina e no 6leo de amen-
doim e embalando a dispersdo em céapsulas de gelatina mole elas-
tica.

Formulag8o E (cépsulas de libertag8o controlada)

A formulag8o para capsulas de libertagso
controlada adiante é preparada promovendo a extrusfio dos ingre-
dientes a, b e ¢ utilizando uma extrusora, seguida por esferula
g&8o do extrudido e secagem. Os granulos secos s&o depois reves-
tidos com uma membrana de libertag8o controlada (d) e embalados

numa céapsula de gelatina dura de duas pegas.
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mg/cépsula

(a) ingrediente activo 250
(b) celulose microcristalina 125
(¢) 1lactose B.P. 125
(d) etilcelulose 13

513

Exemplo 3

Formulac8o injectéavel

Formulacgdo A

mg
ingrediente activo 200
solugdo de &acido cloridrico 0,1 M, ou
solugdo de hidrbéxido de sdbédio, 0,1 M

q.b. para pH 4,0 a 7,0
dgua esterilizada g.b. para 10 ml.

0 ingrediente activo é dissolvido na maior
parte da Agua (85—4OQC) e o0 pH é ajustado a um valor entre 4,0
e 7,0 com o éacido cloridrico ou com o hidrbéxido de sédio
conforme apropriado. A mistura é depois completada até ao volu-
me pretendido com Agua e é filtrada através de um filtro micro-
poroso de esterilizag8o para um frasco de vidro escuro (&mbar)
de 10 ml esterilizado (tipo 1) que é fechado com uma tampa es-

terilizada e um selo invioléavel.

Formulag8o B

ingrediente activo 125 mg
tampdo de fosfato, pH 7, isento de

pirogénios, esterilizado, gq.b. para 25 ml




Exemplo 4

Injecgdo intramuscular

ingrediente activo 0,20 g
dlcool benzilico 0,10 g
glicofurol 75 1,45 ¢
adlcool benzilico a.b. para 3,00 ml

0 ingrediente activo é dissolvido no glico-
furol. 0 &lcool benzilico é adicionado em seguida e é dissolvi-
do, adicionando-ge Agua até ao volume de 3 ml. A mistura é de-
pois filtrada através de um filtro microporoso de esterilizagdo
e é embalada em frascos de vidro escuro (&mbar) de 3 ml, esteri

lizados (tipo 1).

Exemplo 5

Xarope
ingrediente activo 0,25 ¢
solugdo de sorbitol - 1,50 g
glicerina 2,00 g
benzoato de sdbdio 0,005 g
aromatizante, péssego 17.42.316 9 0,0125 ml
dgua purificada q.b. para 5,00 ml

0 ingrediente activo é dissolvido numa mis-
tura de glicerina e a maior parte da Agua pura. Adiciona-se en-
t8o a solugdo uma solugdo aquosa de benzoato de sddio, seguindo
-se a adigfo da solug8o de sorbitol e finalmente o aromatizan-

te. O volume é completado com Agua pura e mistura-se bem.

Exemplo 6

- 921 -
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Supositoério

mg/cépsula supositério

ingrediente activo 250

gordura sblida, B.P. (Witepsol H15

- Dynamit Nobel) 1770
2020

Uma quinta parte do Witepsol H15 & fundido
num recipiente com uma manga térmica de vapor, a 45°C no maxi-
mo. O ingrediente activo é passado através de um crivo de 200uM
e & adicionado & base fundida, por mistura, utilizando um mistu
rador Silverson equipado com uma cabega cortante, até se obter
uma dispersfo macia. Mantendo-se a mistura a 45°C adiciona-se

by

0 restante do Witepsol H15 a suspenséo e agita-se para asse-

gurar uma mistura homogénea. A suspensfo global é passada atra-

vés de um filtro de malha de ago inoxidavel de 250 pM, mantendo
-se constantemente a agitagdo, e deixa-se arrefecer a 409C. A
uma temperatura de 38 a 40°C embalam-se porgdes de 2,02 g da
mistura em moldes de plastico apropriados, de 2 ml. Deixam-se

arrefecer os supositbdrios até & temperatura ambiente.

Exemplo 7
pessarios
mg/pessério
ingrediente activo 250
dextrose anidra 380
fécula de batata 363
estearato de magnesio 7
1000




tamente e

Os ingredientes acima s&8o misturados direc-

08 pessarios s#8o preparados por compressdo directa da

mistura resultante.

Exemplo 8

METODO A:

METODO B:

: Preparag8o de 1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-
-5-il)-5-fluor-citosina

(+)-cis e (i)—trans—2—benzoiloximetil—5—(N4—acetil—

~citosino-1-il)-1,3-oxatiolano s&o preparados e sepa-
rados nos isémeros (+)-cis e (+)-trans tal como é des
crito na Memdria da Patente Europeia (EP) O 382 526.

0 isémero (+)-cis & fluorado com hipofluorito de tri-

fluormetilo em fluor-triclorometano (CCI g F) e
clorofdérmio a -789C, de acordo com o método de Robins
et al., Nucleid Acid Chemistry, parte 2, 895-900,
1978. Os grupos Ny-acetilo e 2-benzoilo s#o removi-
dos com dimetilamina em etanol e o produto, (+)-cis-
-1-(2-(hidroximetil)-1, 3-oxatiolano-5-il)-5-fluorcito
gina, é isolado.

(+)-cis e (+)-trans-2-benzoiloximetil-5-(uracil-1-

-il)-1,3-oxatiolano séo preparados como é descrito na
Especificag8o EP O 382 526. Depois da remogfio de gru-
pos de bloqueio, nomeadamente do grupo 2-hidroxilo,
com aménia metandlica saturada, separam-se o0s isbme-
ros através de silica-gel utilizando acetato de etilo
/metanol como eluente (EP O 382 526). Faz-se reagir o
isbmero (+)-cis com anidrido acético em piridina a
temperatura ambiente, obtendo-se o 2-acetato. 0 dis-
solvente & removido em vacuo a < 30°C., O 2-acetato é
depois dissolvido em clorofdérmio e lavado com bicar-
bonato de sbédio em solug8o aquosa. A fase orginica é
separada e seca, e evapora-se o clorofdrmio em vacuo.
0 (+)-cis-2-acetiloximetil-5-(uracil-1-il1)-1,3-oxatio
lano & fluorado como se descreve acima (método A) pe-

lo método de Robins et al, A conversZio da base de 5-




]...

-F-uracilo na base de 5-F-citosina é realizada por preparacgio
do derivado de 4-(1,2,4-triazol-1-ilo) de acordo com os métodos
de C,B., Reese, J. Chem. Soc., Perkins I, 1171, (1984) e

W. L. Sung, Nucleic Acids Res. 9:6139, (1981), usando 1,2,4—tri
azol e 2 equivalentes de diclorofosfato de 4-clorofenilo em pi-
ridina anidra & temperatura ambiente. Esta conversfio é seguida
pela reacg¢do com metanol previamente saturado‘com ambnia a 0¢9C,
e o 2-acetato é hidrolisado obtendo-se (+)-cis-1-(2-(hidroxime-

til)-1,3-0oxatiolano-5-il)-5-fluorcitosina.
Actividade antiviral

As combinagles de acordo com a inveng#o fo-
ram ensaiadas quanto a actividade anti-HIV num ensaio de célu-
las MT4 infectadas por HIV, tal como & descrito em Averett, D.
R., J. Virol. Methods, 23, 263-276 (1989). As cédlulas foram ex-
postas ao HIV durante 1 hora antes da adig8o do componentes an-—
tivirais. Os componentes foram ensaiados em diluig8es em série
de 2,5 vezes. Passados 5 dias de incubagdo a 379C determinou-se
o nimero de células., Calculou-se a inibic#o do efeito citopéti-
co induzido por HIV, e determinou-se o sinergismo por gréaficos
FIC, como é descrito por Elion, Singer, e Hitchings, J. Biol.
Chem. 208, 477 (1954).

As concentrégées inibidoras fraccionarias
(FIC) da zidovudina e de cis-1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano
-5-il)-5-fluor-citosina foram calculadas de acordo com o método

de Elion et al, obra citada (quadro 1).

Estes valores podem ser representados grafi
camente num grafico a partir do qual se pode determinar que a
combinacg#o de cis-1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-5-1il)-5-

z

-fluorcitosina e zidovudina é fortemente sinergética.




QUADRO 1

Célculo da concentragfo inibidora

fraccionaria (FIC)

70% de InibigZo

FIC

Zidevudina Composto 1% FIC
(M) (pM) Zidovudina Composto 1

0,004 2.5 0.018 0.48

0.01 2.0 0.045 0.38
0.0256 1.6 0.12 0.31

0.06 1.4 0.27 0.26

0.22 -

- 5.2

* 0O composto 1 é a cis-1-(2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-5-

-il)-5-fluor-citosina.
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Combinagdo farmaceutica caracterizada por
compreender ©s componentes:

(a) 1-[2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolano-5-il]-5-fluorcitosina

ou um seu derivado fisiologicamente aceitavel, e

(b) 3'-azido-desoxitimidina ou um seu derivado fisiologicamen-
te aceitéavel,
sendo os componentes (a) e (b) da combinagdo empregues numa re-

lag8o na qual se obtém um efeito sinergético anti-HIV.

_ Combinagdo farmaceutica de acordo com a rei
vindicagdo 1 caracterizada por o componente (a) ser cis—l—[é—
—(hidroximetil)—l,3—oxatiolano—5—ilj—5—fluorcitosina e 0 compo-

nente (b) ser 3'-azido-3'-desoxitimidina.

Combinagédo farmaceutica de acordo com as
reivindicag8es 1 ou 2 caracterizada por os componentes serem em
pregues numa relagdo molar compreendida no intervalo desde 600:

:1 a 1:1 do componente (a) para o componente (b).

Combinag8o farmaceutica de acordo com a rei
vindicagdo 3 caracterizada por os componentes serem empregues
numa relacgdo molar situada num intervalo desde 250:1 a 10:1 do

componente (a) para o componente (b).




Combinagdo farmaceutica de acordo com qual-
quer das reivindicagles anteriores para utilizag8o em terapia

humana.

Combinag&do farmaceutica de acordo com a rei
vindicagdo 5 para utilizag@o no tratamento ou profilaxia de in-

fecgBes causadas pelo virus da imunodeficidncia humana (HIV).

Utilizag8o de uma combinag8o farmaceutica
de acordo com qualquer das reivindicagles 1 a 4 para a prepara-
g&8o de um medicamento para utilizagZo no tratamento ou na profi

laxia de infecg¢8es causadas por HIV.

Processo para a preparagfio de uma combina-
¢édo farmaceutica de acordo com qualquer das reivindicagles 1 a
4 caracterizado por compreender combinarem-se os referidos com-—
ponentes (a) e (b) da combinag8o de modo a produzir um efeito

antiviral sinergético.

Formulagdo farmaceutica caracterizada por
compreender uma combinagfio farmaceutica de acordo com qualquer
das reivindicagles 1 a 4 em combinag8o com uma ou mais substin-

cias veiculares ou excipientes farmaceuticamente aceitéveis.




%

Formulag&o farmaceutica de acordo com a rei
vindicag8o 9 caracterizada por se apresentar na forma de um com

primido ou de uma cépsula.

Processo para o tratamente ocu a profilaxia
de infecgl8es causadas por HIV num paciente humano caracterizado
por compreender a administragdo ao referido paciente humano de
uma quantidade eficaz de uma combinag8o tal como foi definida

em qualquer das reivindicagles 1 a 6.

A requerente reivindica a prioridade do pe-
dido briténico apresentado em 6 de Margo de 1991, sob o n?2,
9 104 740.7.

Lisboa, 5 de Marcgo de 19
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RESUMDO

"COMBINAGAO ANTIVIRAL DE NUCLEOSIDOS E PROCESSO PARA A SUA PRE-
PARAGAO"

A inveng8o refere-se a uma combinag#o farma

ceutica que compreende os componentes:

(a) 1-[2-(hidroximetil)1,3-oxatiolano-5-11]-5-fluorcitosina ou

um seu derivado fisiologicamente aceitéivel, e

(b) 3'-azido-3'-desoxitimidina ou um seu derivado fisiologica-
mente aceitével,

sendo os componentes (a) e (b) da combinagZo empregues numa re-

lag&@o na qual se obtém um efeito sinergético anti-HIV.
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