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Tenofovir: Structure-Activity Relationship and Synthetic Methods

Abstract: Acyclic nucleosides phosphonates (ANPs) belong to a class of antiviral agents, which
exhibited activity against several infections. Tenofovir disoproxyl fumarate (TDF) was the first
ANP licensed for use as nucleotide reverse transcriptase inhibitors (NRTI) of HIV. TDF is an
adenosine-5’- monophosphate analogue and pro-drug of (R)-9-(2-phosphonomethoxylpropyl)
adenine (PMPA), also known as tenofovir (TEN). Currently, is one of the most used drugs in the
antiretroviral therapy due to excellent results in reducing viral load. In the last few years, the
emergence of resistant cases has led to development of new analogs of TDF. Thus, the aims of
this revision are to analyze the structure-activity relationships of TDF and its analogs and to
describe the main synthetic routes for obtaining this drug.

Keywords: AIDS-HIV; tenofovir; acyclic nucleoside phosphonates; reverse transcriptase.

Resumo

Os fosfonatos de aciclonucleosideos (ANPs) pertencem a uma classe de agentes antivirais que
exibem atividade contra uma série de infecgdes. O fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) foi
o primeiro ANP licenciado para uso como Inibidor da Transcriptase Reversa Nucleotidico
(ITRNt) do HIV. E andlogo da adenosina 5-monofosfato e pré-farmaco do (R)-9-(2-
fosfonometoxilpropil) adenina (PMPA), também conhecido como tenofovir (TEN). Atualmente,
é um dos farmacos de primeira escolha mais utilizados na terapia antirretroviral devido aos
bons resultados na redugdo da carga viral. Nos Ultimos anos, os casos de resisténcia tém
levado a busca de novos andlogos do TDF. Esta revisdao teve como objetivo analisar a relagdo
estrutura-atividade do TDF e seus andalogos, bem como descrever as principais metodologias
de sintese para a sua obtencdo.

Palavras-chave: AIDS; tenofovir; fosfonatos de aciclonucleosideos; transcriptase reversa.
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1. Introdugao

Os fosfonatos de aciclonucleosideos
(ANPs, do inglés “Acyclic Nucleoside
Phosphonate”) pertencem a classe de
agentes antivirais que exibe atividade contra
uma série de infec¢Ges causadas pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), do Papiloma
Humano (HPV), BK (BKV) da familia
Poliomavirus, da Hepatite B (HBV), da Herpes
Simplex (HSV), o adenovirus da familia
Adenoviridae e o poxvirus da familia
Poxviridae. Baseado neste amplo espectro de
acdo, alguns compostos desta classe foram
desenvolvidos e aprovados pela Vigilancia
Sanitaria americana (FDA, do inglés “Food

and Drug Administration”) para o tratamento
de infecgdes virais, tais como
citomegalovirus, hepatite B e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana (AIDS, do inglés
“Acquired Immune Deficiency Syndrome”).!

Os ANPs foram desenvolvidos a partir de
trés principais classes: os nucleosideos, os
nucleotideos e os analogos de nucleotideos
(Figura 1). Os nucleosideos sdo constituidos
por uma base nitrogenada; em geral, um
heterociclo purinico ou pirimidinico, ligado a
um carboidrato, que pode ser a D-ribose ou a
desoxirribose.” O nucleotideo é formado por
um grupo fosfato, ligado ao nucleosideo,
através de uma ligacdo éster, que pode ser
facilmente  hidrolisada pelas enzimas
esterases ou catabdlicas. Nos analogos de
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nucleotideos, hd um grupo fosfonato ligado
ao nucleosideo através de um éter, também
chamado de fosfonometiléter, que apresenta
maior estabilidade e maior tempo de meia

vida.!

Os ANPs sdo classificados como fosfonatos
de aciclonucleosideos, aciclonucleotideos ou

Vq

analogos de aciclonucleotideos. O termo
aciclo refere-se a auséncia de liga¢cdes C-C na
porcdo furanosidica, tornando-a aberta. De
acordo com o numero de ligagdes C-C
ausentes, eles podem ser denominados como
seco, diseco, triseco, tetraseco ou
pentaseco.>”
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Figura 1. Nucleosideos, nucleotideos e analogos de nucleotideos e seus respectivos analogos
aciclicos

A historia

descoberta

dos
de

aciclonucleosideos,

Zovirax®)

(1)

e

ANPs inicia com a
dois importantes
o aciclovir (ACV -
[(5)-9-(2,3-diidroxipropil)

adenina] (DHPA) (2) (Figura 2)." Em 1977,
Elion e colaboradores descreveram 1, que
mostrou excelentes resultados contra o virus
da herpes simples e o virus da Varicela Zoster
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(VZV) e da catapora, também conhecido
como HHV3 (do inglés, “Human Herpes Virus
3”).>’ Este composto foi desenvolvido com
objetivo de minimizar a degradacdo que
ocorre nos nucleosideos por enzimas
presentes em células virais infectadas.” Em

Leite, D. I. et al.

1978, De Clercq e colaboradores
desenvolveram 2, que atua na inibicdo da
enzima S-adenosil-L-homocisteina hidrolase
(SAH), e foi considerado excelente protdtipo
para o planejamento de novos agentes
antivirais.®’

o]
HN
R
HZN)\\N N
HO\/\OJ

ACV (1)

HO

DHPA (2)

Figura 2. Estruturas quimicas dos aciclonucleosideos ACV (1) e DHPA (2)

Posteriormente, foram desenvolvidos o
penciclovir (PCV) (3),'* o valaciclovir (VACV)
(Valtrex®) (4),"* o famciclovir (FCV) (Famvir®)
(5) e o ganciclovir (Ganvirax®) (6)*** (Figura
3). O PCV foi planejado a partir do ACV, e as
avaliagdes bioldgicas mostraram atividade
inibitéria similar ao seu protdtipo; contudo,

o
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houve reducao da biodisponibilidade oral. O
VACV e o FCV foram os primeiros proé-
farmacos antivirais aprovados para o uso
clinico.”> O GCV é um farmaco empregado no
tratamento do citomegalovirus em pacientes
imunossupressores, contudo apresenta baixa
biodisponibilidade oral.
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Figura 3. Estruturas quimicas dos aciclonucleosideos PCV (3), VACV (4), FCV (5) e GCV (6)

Em 1978, dois anos apds o inicio dos
estudos em colaboragao entre os grupos de
Holy e De Clercq, foi desenvolvido o (S)-9-(3-
hidroxi-2-fosfonil-metoxipropil) adenina (S-
HMPA) (7) como primeiro ANP. Ele foi
planejado utilizando como estratégia da
quimica medicinal a hibridagdo molecular,
que consiste na unido de caracteristicas
estruturais de duas ou mais substancias

bioativas distintas em uma nova molécula™.
As moléculas precursoras do S-HMPA (7)
foram o acido fosfonoférmico (PFA) (8) e
DHPA (2), este ja descrito na literatura com
elevada atividade anti-herpética (Figura
4).15,16

O S-HMPA (7) foi empregado como
protétipo para o desenvolvimento de uma
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série de ANPs, tais como, o cidofovir
(HPMPC) (9), adefovir (PMEA) (10) e o (R)-9-
(2-fosfonometoxilpropil) adenina (PMPA)
(11), também conhecido como tenofovir
(TEN) (Figura 4)." Estes, apesar da elevada
atividade, apresentaram baixa
biodisponibilidade oral, sendo necessario o
desenvolvimento dos seus respectivos pro-
farmacos 12-14 (Figura 4), que foram capazes
de gerar os metabdlitos ativos 9-11, apds

Vq

biotransformacdo.”® O desenvolvimento de
pro-farmacos é uma estratégia amplamente
descrita para contornar o cardter polar dos
ANPs, limitante para a administragdo via oral.
Desta forma, algumas estratégias quimicas
sdo empregadas no planejamento destes
compostos, com objetivo de aumentar a
concentracdo do farmaco na corrente
sanguinea.”
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Figura 4. Desenvolvimento da série dos analogos de aciclonucleosideos S-HMPA (7), HPMPC
(9), PMEA (10) e PMPA (11). Estruturas quimicas dos pré-farmacos do HPMPC (12), PMEA (13)
e PMPA (14)

O HPMPC (12) foi desenvolvido por De
Clercq e colaboradores em 1987° e
comercializado como Vistide®, para o
tratamento da retinite por citomegalovirus,
em 1996. E administrado por via intravenosa
e, recentemente, o seu potencial para uso
clinico contra outras infeccGes virais causadas
pelo HPV, BKV, adenovirus e poxvirus tem
sido avaliado."*®

Inicialmente, o PMEA (13) foi planejado
como antirretroviral, mas devido a sua
nefrotoxicidade, foi liberado somente para o
tratamento da hepatite B cronica, sendo
administrado por via oral em dosagem
inferior. ***> Também apresentou atividade
contra outros virus, tais como, HSV, VZV, HIV,
o virus Epstein Barr (EBV), o virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV) e o virus da

Imunodeficiéncia Felina (FIV).?

Em 1993, o TEN (11) teve sua atividade
antirretroviral descrita por Balzarini e
colaboradores.?* Contudo, somente em 2001,
foi aprovado pelo FDA na forma de fumarato
de tenofovir desoproxila (TDF) (Viread®) (15),
para o tratamento do HIV (Figura 5).
Atualmente, o TDF também é empregado
para o tratamento da hepatite B, sendo mais
recomendado em casos de resisténcia a
lamivudina e coinfecgdes HIV-HBV. E um
medicamento administrado por via oral, que
possui elevada eficacia na redugdo da carga
viral quando comparado a outros farmacos
da mesma classe."*
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2. Fumarato de tenofovir
desoproxila (TDF)

O fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)
(15) é o pro-farmaco do TEN (Figura 5),°° a
sua nomenclatura oficial é fumarato de 9-
[(R)-2-
[[bis[[(isopropoxicarbonil)oxi]lmetoxilfosfonil]
metoxi]propil] adenina.”’ O TDF foi obtido a

Leite, D. I. et al.

partir da adicdo de dois grupamentos ésteres
de carbonato de metila ao TEN. Como
resultado, pode-se observar uma melhora na
estabilidade, absorcao intestinal e
biodisponibilidade oral do TEN, permitindo a
sua formulagdo em comprimidos.?**® Apesar
dos estereocisdbmeros R e S apresentarem
atividade antirretroviral semelhantes, o
composto R apresenta maior afinidade e
especificidade com a TR.”

NH,
N
¢ )
~
) N N\ ,O\/O
oO_R hig
O o)

Fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) (15)

CO,H

Figura 5. Estruturas quimica do pro-farmaco do TEN

O TDF foi o primeiro farmaco liberado
para uso como um Inibidor da Transcriptase
Reversa Nucleotidico (ITRNt) do HIV. E
comercializado na forma de comprimidos
revestidos de 300 mg,30 sendo um dos
poucos farmacos que exibem atividade
contra o HIV-1 e o HIV-2.3"%®

Apds administracdo oral, o TDF sofre
hidrélise por enzimas esterases, que
removem os dois grupos ésteres, dando
origem ao TEN (Figura 6). Em seguida, o TEN
é absorvido pelas células e fosforilado por
quinases celulares. A primeira fosforilagdo é
promovida pela enzima adenilato quinase

(AQ), que forma o intermedidrio
monofosfato. Este é rapidamente convertido
pela quinase difosfato nucleosideo (QDN) a

forma ativa difosfato, como mostrado na
32,33

Figura 7. O tenofovir difosfato inibe a
transcriptase reversa (TR) do HIV por
competicdo com o substrato natural

desoxiadenosina 5’-trifosfato. Uma vez ligado
a enzima, ocorre a interrupcdo do
alongamento da cadeia de DNA, devido a
auséncia do grupo 3’-OH na molécula do
farmaco, onde seria o ponto de ligacdo do
proximo deoxiribonucleosideo trifosfato.””*
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Figura 7. Conversao intracelular do tenofovir ao tenofovir difosfato. A = Adenina; AQ =
adenilato quinase; QDN = quinase difosfato nucleosideo. Fonte: adaptada®

A presenca da ligacdo fosfonato no TEN
tem o objetivo de evitar a etapa de
fosforilagdo inicial, que é limitante para os
andlogos de nucleosideos. Além disso, a
ligagdo do acido fosfonico é quimicamente e
metabolicamente estdvel. Outra importante
caracteristica é que ndo estdo sujeitos a
desaminacdo ou desglicosilagdo,** e o radical
fosfato é isostérico ao fosfato presente nos
nucleotideos naturais.”®

A primeira patente do TDF foi concedida
nos Estados Unidos (EUA), em 1998, para a
empresa Gilead Sciences. Em setembro de
2000, foi solicitado um pedido de patente no
Brasil; contudo, em agosto de 2008, o
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(INPI), por iniciativa de
Farmanguinhos/Fiocruz, indeferiu a
solicitagdo, devido ao desacordo com os
artigos 82 e 132 da LPI 9.279. Embora o uso
de TEN como antirretroviral ndo fosse
reportado até entdo, a molécula ja era
conhecida, o que ndo caracterizava inovagao

e o0 patenteamento. Assim, em 2009 o TDF
pode ser produzido e comercializado por
qgualquer laboratério brasileiro. Esta medida
permitiu a reduc¢do do custo do medicamento
para o Ministério da Saude (MS), que passou
a adotar este farmaco como primeira escolha
na terapia antirretroviral (TAR) e no
tratamento de hepatite B.*

No tratamento de infec¢des em geral, a
pratica da “monoterapia funcional”, que
consiste na administragdo de apenas um
medicamento, levou ao aparecimento de
resisténcias.  Visando  minimizar  esta
problematica, é recomendado o uso de
combinacgGes de farmacos. Estas associacdes
podem ser feitas através do emprego de
coquetéis (diferentes medicamentos
ingeridos simultaneamente) ou de
formulagées em dose fixa combinada (DFC).
As formulagdes DFCs tém as vantagens de
simplificar o esquema terapéutico e
aumentar a adesdo do paciente ao
tratamento. A primeira DFC contendo o TDF,
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Truvada®, foi aprovada pelo FDA em 2004 e,
desde entdo, varias outras associagdes foram
licenciadas (Tabela 1). Posteriormente, em
julho de 2012, o FDA aprovou o uso do TDF
como profilaxia de pré-exposicdo (PrEP), que
consiste em uma forma de prevencdo da
infeccdo pelo HIV em individuos nao
infectados, que vivem em situacdo de risco,
tais como usudrios de drogas injetdveis e

Leite, D. I. et al.

profissionais do sexo. Nos Uultimos anos,
outros estudos que utilizaram o TDF sob a
forma de gel vaginal mostraram a reducdo da
contaminacdo pelo HIV, além de prevenir as
infeccbes de herpes genitais. No entanto,
estudos adicionais sdo necessdrios para
confirmar a eficdcia e seguranca destes
resultados.*®?’

Tabela 1. Associacdes de TDF em DFC aprovadas para o tratamento da AIDS

Data de aprovacao no

Nome de marca e composi¢cao

Empresa

FDA
2004 Truvada®: tenofovir e emtricitabina Gilead Sciences
Atripla®: efavirenz, emtricitabina e Bristol-Myers Squibb e
2006 . . .
tenofovir Gilead Sciences
lera®/Eviplera®: icitabi
2011 Comp er§ / ‘v.|p ere emtr!utabma, Gilead Sciences
rilpivirina e tenofovir
ibild®: elvi . .
2012 Stribild®: elvitegravir, cobicistat, Gilead Sciences

emtricitabina e tenofovir

Infelizmente, o tratamento continuo com
o TDF tem levado ao aparecimento de
resisténcias. Em geral, elas estdo associadas a
duas principais mutacdes genéticas, a K65R e
a K70E. A K65R provoca a reducdo de 3 a 4
vezes na atividade do TDF na TR,*® e também
foi identificada em pacientes que fazem uso
de Inibidores da Transcriptase Reversa
Nucleosidicos (ITRN).* A mutacdo K70E foi
observada em pacientes em tratamento com
TDF, em combinagdo com outro ITRN. Essas
duas mutag¢des sdao antagonistas e acredita-se
que ndo existam no mesmo genoma.*°

2.1. Relagao estrutura-atividade

A elevada eficacia do TDF e os casos de
resisténcia a este farmaco tém levado a
busca de novos analogos. Estes estudos
buscam modificagdes estruturais, tanto na
cadeia lateral do fosfonato, quanto na por¢ao
heterociclica, com objetivo de melhorar a
atividade.

Uma das principais pesquisas realizadas,
visando estabelecer uma relagdo estrutura-
atividade (SAR, do inglés “Structure-Activity
Relantionship”) para os ANPs foi descrita em
1999. Holy e colaboradores realizaram
modificagdes estruturais no PMEA (10),
substituindo a base nitrogenada adenina por
guanina (Figura 8). Estes compostos foram
avaliados para a inibicdo in vitro do HIV-1,
HIV-2 e do virus do sarcoma moloney
(Msv)."

Com relacdo a atividade anti-HlIV,
somente os compostos 21 e 23 mostraram-se
ativos. Para a atividade anti-MSV, os
resultados mostraram redugdo de atividade
antiviral quando sdo introduzidos os dtomos
de fltor (16) e cloro (17) no C-2 da adenina.*
No entanto, a substituicdo do grupamento
amino na posicdo 6 por uma metila (18)
provocou a total perda da atividade. Este
comportamento também foi observado
guando foram introduzidos o bromo em C-8
de 19 e a hidroxila em C-2 de 20. Contudo, a
introducdao do grupo amino na posicao 2 da
adenina 21, aumentou a atividade, sendo
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esta reduzida com a inclusdo do atomo de
bromo em C-8 (22). O aumento da atividade
no derivado 21 pode ser explicado pela
participacdo do par de elétrons do nitrogénio
do grupo amino na posicio 2 do anel
purinico, uma vez que a basicidade deste
grupo aumenta a densidade eletrénica no
heterociclico (Quadro 1).*

A substituicdo da adenina pela guanina
resultou na formacdo do derivado PMEG (23)
com atividade antiviral 1900 vezes superior

Vq

ao PMEA (10). A introdugdo do atomo de
bromo (24) na posicdo 8 da guanina
acarretou reducdo da atividade, enquanto
gue a troca da cadeia aciclica para a posicao
7 (25) ocasionou total perda da atividade.
Isto sugere que o sitio de interacdo dos
analogos de PMEA (10) com a enzima é
regioespecifico, visto que todos os derivados
ativos suportam a cadeia aciclica somente na
posico 9 da base (Quadro 1).*

Quadro 1. Atividade bioldgica anti-HIV (em células MT-4 e CEM) e anti-MSV (em células
fibroblastos embrionarios C3H/3T3 murino) de derivados N-[2-(fosfonometoxi)etil

HIV-1 HIV-2
MSV
Concentragao Efetiva Concentragao Efetiva .
(KM) = EC5o* (LM) = ECso* Concentragao
SOLpRStos Efetiva (uM) — ECso*
MT-4 CEM MT-4 CEM
sNH2 ;
1 NFNEN
NP
2 \N N 9
3 \\ - - - - 1,14 + 0,04
™
//O
o™ ~OH
PMEA (10)
NH,
N
’
A
NS
F” N N
\\ ; > 100 - 40,00+ 0,0 22,3+6,1
(@)
P
HO™ ~OH
(16)
NH,
N
~
O
NS
cl”” >N N
\\ > 100 - > 100 - 18,2+ 6,5
™
/O
HO” |:)\/OH
(17)
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> 400

>200

> 100

> 100

> 200

> 100

> 100

123 +23

2,67 +1,53

0,60+0,33

> 100

> 100

2,43 + 1,86
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o)
HN N,
A AL
H,N” N~ "N .
\\\ ) >0,2 >0,2 0,03 0,0006 + 0,003
o__\-OH
OH
(23)
0

HN" ON
\\ - >0,16 - >0,16 >0,16
o)
HO’P:/SH
(24)
\\P\’OH
. _/ OH
0 /J
N
Hi ) - > 100 = > 100 96 + 14,8
&
H,N” "N~ N

(25)

*Concentragdo Efetiva (CE, do inglés “Effective Concentration”, EC); ECso — concentragao da

substancia para qual 50% do efeito é observado

As modificagdes estruturais realizadas nos  estrutura atividade, descrita na Figura 8:*°

ANPs permitiram a constru¢do da relagao

As substituicbes na cadeia aciclica na posicao
o em relagdo a base nitrogenada sdo proibidas
€ na posigéo B sdo permitidas

R=H, F, Cl, OH, NH,
Rq= H, Br,

NH, 7 A distancia do atomo de nitrogénio na
6 5 N posicéo 9 do heterociclo e do oxigénio
TNZ do éter é de duas ligacdes

W _0 de fésforo e o oxigénio da ligacao éter
P é de no maximo uma ligagéo

Figura 8. Estudo de SAR dos andlogos de TEN 16-25
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Outros estudos de SAR nos derivados
PMEA (10) e TEN (11) foram descritos por

Tang e colaboradores. Eles realizaram
substituicbes na cadeia aciclica com
diferentes ésteres, como mostrado no

Quadro 2. Todos o0s compostos foram
avaliados quanto a inibi¢do in vitro do HBV e
HIV, utilizando as células 2.2.15 e MT-4,
respectivamente.

Os resultados de atividade inibitéria do
HBV (Quadro 2) mostraram que as moléculas
27 e 31 foram as mais promissoras,
apresentando um valor de IC5, de 2,46 uM e
2,15 pM, respectivamente; superiores ao
PMEA (10) (ICso = 42,1 uM), ao PMPA (11)
(ICs = 12,3 puM) e ao TDF (15) (ICs = 5,10
UM). As atividades dos compostos 28-30
foram similares a do TDF (15), e os
compostos 26 e 32-35 exibiram atividade nas
concentracdes entre 7,20-43 uM. Vale
ressaltar que, a estereoquimica destes
compostos foram definidas com base nos
resultados de atividade bioldgica para os
estereoisdmeros do TDF.

Com relagdo a atividade anti-HIV, as
substancias 28, 29 e 35 se mostraram ativas,
quando comparadas com a emtricitabina
(ICso= 27,7 uM), ja utilizada na terapia. O
composto 32 foi mais ativo, apresentando
valor de ICsq de 1,61 uM, sendo mais potente
que o TDF (15) (ICsp= 2,31 uM). Contudo, a
molécula 27 foi citotdxica em baixas
concentragdes (22,1 puM).* Os valores de

Leite, D. I. et al.

atividade antirretroviral para as substancias
26, 30, 31 e 33, 34 foram superiores a 30 uM
(Quadro 2).

Em outro trabalho, De Clercq e
colaboradores utilizaram como protdtipos o
2,4-diamino-6-[2(fosfometoxi)etoxi] piridina
(36) e o 2,4-diamino-6-(R)-[2
(fosfonometoxi)propoxi]-pirimidina  (37), ja
descritos como ativos contra o HSV, o VZV e o
HIV.*** Quando os valores de ICs, dos
compostos 36 (ICsq = 1,9 uM), 37 (ICso = 0,9
1M), PMEA (10) (ICso = 2,9 uM) e TEN (ICso =
1,1 uM) foram comparados, verificou-se que
a troca da base nitrogenada por outro
heterociclo pode ser realizada, sem a perda
da atividade (Figura 9).

A partir dos compostos 36 e 37, varias
modificacOes estruturais foram planejadas,
com objetivo de construir um estudo de SAR.
Com relacdo as substituicdes em C-5 do anel
pirimidinico, p6de-se observar que (Figura 9):

e A introducdo do grupo metil (39)
proporcionou uma melhora da
atividade em mais de dez vezes,
quando comparada ao TEN;

A substituicdo por carbaldeido (38) e cloro
(41) ndo promoveu alteragbes significativas
na atividade antirretroviral, no entanto,
guando foi substituido pelo &tomo de bromo
(42) e ciano (40), ocorreu reducdo da
atividade em mais de duas vezes em relagdo
ao TEN.

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |[No. 6| |2347-2376|



Leite, D. |. et al.

Vq

Quadro 2. Avaliagdo biolégica anti-HBV (em células 2.2.15) e anti-HIV (em células MT-4) dos
derivados de bis-ésteres de PMEA e PMPA

COMPOSTO

Atividade Anti-HBV

Atividade
Anti-HIV

ICs0 (LM)

CCso (uM)°

ICs0 (LM)

NH,
N/ N

k\NI »

N

HO. //O \J
/P\/O

HO

PMEA (10)

42,1

1,83 x 10°

43,5

NH,
NE.
:I,?
O
/

N
HO_ 4
/P\/O
HO

PMPA (11)

12,3

0,39 x 10°

31,4

TDF (15)

5,10

55,2

10,8

2,31
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= = 27,7

7,20

80,2 - >30

o) (\N/»
0

2,46

22,1 = 3,51

5,94

92,8 15,6 17,5
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NH,

o0.__0O

N=
f <\/§
ON

b N

a4
o

5,33

63,2

11,9

23,1

5,50

70,1

12,7

>30

2,15

26,5

12,3

>30

7,98

30,9

1,61
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8,20

24,6

>30

43,0

0,59 x 10°

13,7

>30

O<\N / §
HO.
— P. (@]
_\—O /_O, ~ \)
}ﬁo
o (35)

10,6

0,67 x 10°

23,7

® Concentracdo citotdxica (CC); CCso — concentragdo da substancia necessaria para reduzir
em 50% as células viaveis; ° indice de seletividade (IS) - consiste na raz3o entre o CCsy e 0 ICsp.
E grau de seletividade do farmaco para produzir seus efeitos desejaveis versus efeitos adversos
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NH,
N

< )
K/O\/l OH

PMEA (10)
|C50= 2,9 IJM
NH,

NTX

P

H,N” N7 0 0
O Foon
R

(36) R= CHa; IC50= 1,9 uM
(37) R= H; IC50= 0,9 uM

NH,
N X
N
e
N N 9
(0] P.
N
(I)HOH

Tenofovir (TEN) (11)
|C50= 1.1 IJM

K/ 9

(@) P.

N~ |\ H
OHO

(38) Y= CHO; IC50= 1,3 uM
(39) Y= CHas; IC59= 0,09 uM
(40) Y= CN; IC5p= 3,3 pM
(41) Y=CI; IC50= 0,93 pM
(42) Y= Br; IC5= 2,5 pM

Figura 9. Estruturas quimicas dos compostos 36-42 sintetizados e testados, com os respectivos
valores de 1Cs

Em 2011, Valiaeva e colaboradores
descreveram a sintese e avalia¢do antiviral de
analogos de 9-(S)-[3-alcoxi-2-
(fosfonometoxi)-propil] (43) como inibidores
do HBV, HIV e do virus da hepatite C (HCV).
As avaliacdes bioldgicas mostraram que o
composto 44, derivado da guanina,

apresentou maior poténcia na inibicdo da
atividade antiviral do HIV-1, quando
comparado a 43. Além de ser o mais ativo da
série, apresentou indice de seletividade (IS)
maior do que 4,4 milhGes em células MT-2
humanas leucémicas (Figura 10).*
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-
NH,
N
HN
) 2 SN U e e U e e e
k\N | N> \I\D\O/\/
O—/\-
O+
Adenina 4 Na e .
—OH : 43 :
! ECsp (M) = 0,0001 :
i CCso (uM)=0,033
N IS=330 . i
o)
N
HN" N~ N 4 R-0
\\(\ O+

Guanina O/ Na N
! 44
' ECso (M) <1 X 10 |
1 CCg(uM)=44 |
_.18>44X10°

Figura 10. Atividade anti-HIV, citotoxicidade IS de analogos do TDF (43-44) em células humanas
leucémicas MT-2

Posteriormente, Roux e colaboradores formam alcool isopropilico, que é menos
sintetizaram e avaliaram a atividade anti-HIV  citotdxico.*®
de novos andlogos do TDF. A analise dos
resultados mostrou que todos os compostos
inibiram significativamente a replicacdao do
HIV-1 e HIV-2 em culturas de células CEM
(Figura 11). Os pré-farmacos 45-48 foram 60
vezes mais ativos que o PMEA (10), e 300
vezes mais ativos que o TEN. No entanto, 46
apresentou atividade antiviral seis vezes
menor que 45, levando-se a propor que,
apesar de exibir elevada poténcia, a troca do
oxigénio pelo enxofre faz com que haja
significativa reducdo da atividade.”” Em
relacdo ao indice de seletividade (IS), que
avalia a seguranca terapéutica dos
compostos, os derivados 45 e 46 foram mais
seletivos (IS 2 10-35) que os analogos 47 e 48
(IS = 270-1900). |Isto porque apods
biotransformacdo, os pré-farmacos 47 e 48
geraram acido pivalico, e os produtos 45 e 46

As varias modificacbes  estruturais
realizadas no TDF permitiram a descoberta
de dois novos candidatos a farmacos que em
2012, entraram em fase Il dos ensaios
clinicos. O primeiro é o GS-7340 (TAF), da
Gilead Sciences, que apresentou atividade
aumentada em cerca de 500 a 1000 vezes
contra o HIV-1, quando comparado ao TDF. O
segundo é o CMX157, licenciado pela
Chimerix para a Merck, que apresenta
melhor perfil farmacocinético de absorgao,
pois ndo €& um substrato para os
transportadores de anions organicos, como
no caso do TDF. Isto permite manter as
concentragcdes  celulares do  farmaco
elevadas, sugerindo o seu potencial uso para
uma dose semanal. Além disso, o composto é
capaz de tratar algumas cepas resistentes
(Figura 12).4®
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ICso (uM) HIV-1= 0,016 + 0,011
IC50 (uM) HIV-2= 0,013 + 0,009
CCsp (MM)=>25

NH,
N% N
LD
N N C (@]
)
Kf,/o\/Fl’\o/\o
E (O
o)
o%><
47

ICsp (M) HIV-1= 0,045 + 0,038
ICso (UM) HIV-2= 0,062 + 0,021
CCso (LM)= 1,6 + 0,28

PMEA (10)
ICs (UM) HIV-1= 55 + 1,7
ICs (UM) HIV-2= 7,0 + 4,3

ICso (M) HIV-1= 0,092 + 0,040
ICso (M) HIV-2= 0,13 + 0,0071
CCso (UM)=>25

NH,
N% N
| \
k\N N> S o

)

||
k»x/o\/P\ 72
r. (l) o O
v
(0]
o%>< :
48

ICsp (M) HIV-1 & HIV-2= >0,2
CC50 (UM)= 2,0+0,21

T

TEN (11)
ICsq (UM) HIV-1= 4,1+ 1,0
ICso (UM) HIV-2= 7,1+ 5,7

Figura 11. Atividade anti-HIV e citotoxidade dos analogos do TDF sintetizados por Roux e
colaboradores
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GS-7340
(TAF)
ICsp (NM)=5 + 2

NH,
N
>

N

N/

|

N

HO. //O
,P\/

HO

0]

TEN (11)
ICso (NM)= 5000

NH,
N ’ N

| \

O L\N N>

CMX157
IC50 (nM)= <1-7
H
N

2
\t >
N
TDF (15)

ICsp (NM)= 500-2.200

N
N%
N

(0]
%

>

¢

J
A

YO\H/O\/O\,P
(o) 0]
(@)

o” "0

Figura 12. Analogos do TDF em ensaios clinicos e seus respectivos valores de ICs

2.2. Farmacocinética

A biodisponibilidade oral do TDF é de
aproximadamente 25% quando administrado
em jejum, e a concentracdo maxima (Cmax) é
atingida em 1 hora. Se ingerido com refei¢do
com elevado teor de gordura (700-1000
calorias e 40-50% de gordura), sua
biodisponibilidade é aumentada para 40%;
porém, sua Cmax é atingida em 2 horas.*

O TDF ndo é metabolizado por isoenzimas
do citocromo P450 (CYP), e sua eliminagdo é
feita através da filtracdo glomerular e
secre¢do tubular ativa. Cerca de 70-80% da
dose do farmaco é recuperada inalterada na
urina, apdés 72 horas, por administragdo
intravenosa e 10% por administragdo oral, ao
longo de 24 horas.”® A meia vida plasmatica
longa do farmaco (17 h) e meia vida
intracelular (>60 h), permitem que ele seja
administrado apenas uma vez ao dia, o que
representa uma vantagem em relagdo aos

seus analogos de nucleosideos.®

Apenas 1-7,2% do TDF se ligam a
proteinas do plasma e soro, respectivamente,
e a concentragcdo ndo é determinante para a
extensdo desta ligacdo.”®*' A média do
volume de distribuicdo no estado
estacionario é de 1,3 L/Kg, a partir de uma
dose intravenosa. Devido a sua natureza
polar, o TDF é encontrado em maior
concentragdo no sangue na forma nado-
ionizada, o que explica sua ampla distribuicdo
pelo organismo e tecidos. Além disso, ndo é

capaz de atravessar a barreira
sy- . . 2
hematoencefalica por ser hidrofilico.’**
0 TDF apresenta interagao

medicamentosa com a didanosina e o
atazanavir, porém é possivel minimizar estes
problemas com o ajuste nas doses. As doses
também devem ser ajustadas para pacientes
gue apresentam insuficiéncia renal, ndo
sendo necessario para pacientes com
insuficiéncia hepéatica.”
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O TDF é geralmente bem tolerado e os
efeitos adversos mais comuns incluem
astenia, dor de cabeca, diarreia, flatuléncia e
nauseas. Sua toxicidade fisioldgica ¢é
substancialmente menor quando comparada
aos ITRN. A associacdo do TDF com outros
farmacos excretados por via renal pode ser
um fator de risco potencial para o surgimento
de nefrotoxicidade.””****

2.3. Métodos de Sintese

Em 1994, foi descrita por Holy e
colaboradores a primeira sintese do TDF,*®
com quatro etapas reacionais. A etapa inicial

Vq

consiste em uma N-alquilagdo da adenina 49,
através da reagcdo com um reagente quiral
50. Este foi obtido a partir de uma rota
sintética com cinco etapas reacionais.”®>®
Posteriormente, ocorre a eterificagdo do
intermediario hidréxi 51, utilizando o di-
isopropil p-toluenossulfoniloximetila (52),
com a formacdo do ANP 53. A terceira etapa
desta sintese é a hidrdlise do intermediario
53, que permite a obtenc¢do do TEN (11). Este
é submetido a reacdo de esterificacdo, com
cloreto de metilisopropilcarbonato (CMIC)
54, e posterior adi¢cdo de acido fumarico para
a obtencdo do pré-farmaco TDF (15). O
rendimento da uUltima etapa reacional nao foi
descrito na patente (Esquema 1).*’

Tsoﬂoﬁo
MG [
N
NH, 1) DMF, CsCO; N~y N . ij: N o o
NN 100ceh , | J Y TSOCHPO)NOPN, (82) | N\# =N | R0
P N\> 2)H,S0,ta. 12h N N o\, NaH,DMF, 48, ta. - o
N H 84% \ bH?’
CH,
(49) (51) (53)
1) CH5CN, TMSBr, 12 h, t.a.
2) NH,OH
47%
o)
NH
? O S )J\ J\ NH,
NN o c” o7 o
L o0 X COM (54) N
NN oK CH 2 I _L > Ho_oH
/ 2 - HAN 1) NMP, Et3N, 60°C, 6 h N N\\/O\/P\\O
CHj o) COzH 2) acido fumarico, 50°C, 2 h P
Y 3)15°C 12 h CHs
© O 4) IPA/ éter butilico (1:4 v/v)
/K 62%
TDF (15) Tenofovir (TEN) (11)

Esquema 1. Primeira rota sintética descrita por Holy e colaboradores para a sintese do TDF
(15).>%* Legenda: DMF — dimetilformamida; CsCO; - carbonato de césio; H,SO, - acido
sulfurico; TsOCH,P(0O)(QiPr), -Di-isopril p-toluenossulfoniloximetil fosfonato; NaH - hidreto de
sadio; CH3;CN — acetonitrila; TMSBr - brometo de trimetilsilano; NH,OH - hidroxido de amonio;
NMP — N-metil-2-pirrolidona; Et;N — trietilamina; IPA — acetato de isopropila
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A segunda metodologia, também descrita
por Holy e colaboradores, realiza a etapa de
N-alquilagao utilizando o reagente quiral (55),
em substituicdo ao composto 50.>° Contudo,
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a rota sintética proposta para a formacgao do
reagente 55 é composta de nove etapas
reacionais (Esquema 2).>%>’

OTsO g NH, NH,
NH, > OOiPr N 1) CH3CN, TMSBr N
OiPr N7 ) N7
NN 55 (§ N o, OiPr ta.,12h § S O, OH
| \> 7 N F’\ N/ N P\
kN/ DMF, CsCO4 \\/O\/ OiPr  2) H,0, NH; L/O\/ OH
H B g B 80% 4
100°C, 6 h S -
76% 3 3
(49) (53) TEN (11)
o) J\
NH, CI/\OJ\O
A 0o
(g > 0P~ Y CO,H 1) NMP, EtzN, 60°C, 6 h
N
N0~ H A 2) 4cido fumarico, 50°C, 2 h
2 k 3) resfriar 15°C 12 h
CHs o) COzH 4) lavar IPA/ éter butilico
Oé/\ (1:4 vIv)
o]
TDF (15)

Esquema 2. Segunda rota sintética proposta por Holy e colaboradores para a sintese do
TDF.>**

O reagente quiral mais empregado na
etapa de N-alquilagdo é o (R)-propileno
carbonato (56), descrito por Bischofberguer e
colaboradores™ (Esquema 3). Este carbonato

1) Pd/C, HCO,NH,

OH EtOH, t.a., 24 h

pp—

2) NaOMe / MeOH
76%

(57)

Ho )

(58)

(56) pode ser obtido a partir de uma rota
sintética de duas etapas, com rendimento
global de 70%.

CO(OEt),, NaOEt ?
OH - 0
oy EtOH, refluxo, 1h [ O
Flg 92% 4
CH,
(56)

Esquema 3. Rota descrita para sintese do (R)-propileno carbonato (56).> Legenda: Pd/C -
paladio sobre carbono; HCO,NH, - formiato de amonio; EtOH — etanol; NaOMe - metdxido de
sodio; MeOH — metanol; CO(OEt), - carbonato de dietila; NaOEt - etéxido de sédio

Outros métodos, que ndo realizam a
reacdo de N-alquilacdo da adenina (49),
foram desenvolvidos para a obtencdo do
intermediario N-substituido 51. Descritos por

Zhang e colaboradores, sao compostos por
varias etapas reacionais, podendo ser
iniciadas a partir dos substratos 59 e 63
(Esquema 4).5%¢?
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Cl
N* | NH2
HO k\N Cl
L' e
® Et;N
n-BuOH, refluxo
(59) 20 h, 59%
NH,
N
"i N S NH,, 65°C, 18 h
_ -
NN 56%

Vq

Cl
N7 NH,
& |
N NH
H‘\\OH
CH
©1) °

1) HC(OEt)s, HCI, 48 h, t. a.
2) CH;CN
78%

1) TMSN3, CrN3

OoC _’t.a. TMSO\‘/\N?,
>—cH, —————™
o 2)ta., 18-50 h CHs
98%
(63) (64)

1) MeOH, CSA cat. R HO\‘/\NH2

2) 10% Pd/C, MeOH, H, CH;
ta., 24 h
84% (59)
3 etapas
64%

NH,
NN

LAy

N N\\‘\\OH

CHj,
(51)

Esquema 4. Metodologias descritas por Zhang e colaboradores para a sintese do intermediario
hidroxilado 51.°%* Legenda: n-BuOH — 1-butanol; HC(OEt); - ortofomiato de trietila; HCI - 4cido
cloridrico; TMSN; — azido de trimetilsilano; CrN;. azida de salen cromo; CSA - acido
clorossulfénico

A obtencdo do intermediario 51 também
pode ser feita a partir da cetona 65, ao
contrario dos tradicionais dalcoois quirais. O

produto é obtido em uma Unica etapa de
reacdo e com bom rendimento (Esquema
5).60
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R R
NN\ pnh Ph [RuCIx(CgHe)l2 N
¢ f\"‘ \[-OH (5 mol %) o1 N
N N/) + s > N N/
5 N HCOONa, K‘
K«( CH4CN, t.a., 48 h s OH
CHjs HsC
(65a) R=Cl (66) (67) R=CI (96%)
(65b) R= NH, (51) R= NH, (64%)

Esquema 5. Sintese para a obtencdo do intermediario hidroxilado 51.° Legenda: [RuCl,(CsHe)l,
- catalisador de bis(fenildicloro)ruténio(ll); HCOONa - metanoato de sédio

Nos ultimos anos, muitos estudos tém
sido desenvolvidos com objetivo de produzir
uma metodologia mais eficiente para a
obtencdo do TDF. Desta forma, varias etapas
reacionais da sintese original tém sido
investigadas, visando melhorar 0s
rendimentos reacionais. Para a etapa de
eterificacdo do intermedidrio hidroxilado 51,
a literatura descreve o uso de diversas bases,
tais como hidretos (NaH e LiH;)**> e
alcoxidos  (terc-butéxido de litio e
isopropoxido de magnésio).?*®** Para a
hidrélise do intermedidrio 53, o reagente de
desalquilagdo mais empregado é o brometo
de trimetilsilano (TMSBr), mais reativo que o
cloreto de trimetilsilano (TMSCI). Contudo,
alguns artigos relatam que o uso
concomitante de iodeto de sddio (Nal) ou
iodeto de litio (Lil), reduzem os tempos
reacionais e melhoram os rendimentos.®
Apesar de serem os mais empregados na
etapa de  hidrélise, os haletos de
trimetilsilano sdo corrosivos e possuem custo
elevado. Com base neste fato, Indukuri e
colaboradores realizaram a desalquilagdo do

intermediario 53, substituindo TMSBr por um
complexo i0nico, obtido a partir da mistura
entre o DMF, HCl e o cloreto de aluminio
(AICL;).°*® Esta metodologia resultou na
formacdo do TEN com um rendimento global
(60%). Contudo, observou-se a melhora da
pureza do produto, reducdo do tempo de
reacdo e do custo do processo.®

Em 2010, Ripin e colaboradores
desenvolveram uma excelente metodologia
para a obtencdo do TDF com rendimento
global de 24% (Esquema 6).*’ Posteriormente,
este rendimento foi elevado para 31%,
através de uma sintese na qual o
intermediario TEN n3o foi isolado.®®

Recentemente, Ocampo e colaboradores
descreveram a sintese do TEN com apenas
duas etapas e com rendimento global de
27%. O método consiste na alquilagdo da
adenina  (49) com o intermediario
fosfonamida 72, obtido a partir da reagdo
entre 70 e 71, seguido de hidrdlise (Esquema
7)'69
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Esquema 6. Processo descrito por Ripin e colaboradores para a sintese do TDF (15).%” Legenda:
NaOH — hidréxido de sédio; Mg(Ot-Bu), - terc-butoxido de magnésio; TMSCI - cloreto de
trimetilsilano; NaBr - brometo de sddio; iPrOH — isopropanol
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Esquema 7. Sintese do TEN (11) descrita por Ocampo e colaboradores.® Legenda: ZnOTf, -
trifluorometanossulfonato de zinco; K;PO, - fosfato de potdssio; DMA- N,N-dimetilacetamida

3. Conclusoes

Este trabalho tracou o perfil histérico da
descoberta dos ANPs até a aprovacao do TDF
na TAR. Também foram analisadas as
relagbes estrutura-atividade do TDF e seus
andlogos, bem como a descricio das
principais metodologias sintéticas para a sua
obtencao.

O TDF foi andlogo de
aciclonucleotideo comercializado
pertencente a classe de ITRNt, e atualmente
é o farmaco de primeira escolha mais
empregado no tratamento do HIV. Ele esta
presente em quatro formulagGes de terapias
combinadas e também é eficaz para o
tratamento da hepatite B.

0 primeiro

O TDF é considerado um valioso protétipo
na busca de novos ITRNt, levando a varios
estudos de SAR. A importancia do TDF na
TAR, associada aos casos de resisténcia, levou
ao desenvolvimento de dois novos potenciais
farmacos de segunda geragdo, GS-7340 e
CMX157, que estdo em fase Il de ensaios
clinicos desde 2012.
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