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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica y método que usa un agente antifingico en combinacion
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un composicion farmacéutica que es Util en el tratamiento de infecciones fungicas
originadas por patdgenos fungicos y que comprende un derivado de arilamidina o una sal del mismo, y uno o mas
agentes seleccionados de agentes antifungicos de azol, agentes antifungicos de polieno, agentes antifungicos de
candina, agentes antifungicos de fluoropirimidina e inmunosupresores. También se desvela un método para el uso
en combinacion de los agentes para tratar infecciones fungicas.

Técnica antecedente

Por el documento EP-A1 481 966 se conocen derivados de arilamidina y sales de los mismos, que tienen accion
antifungica. Una micosis grave tal como la candidiasis invasiva puede ser con frecuencia una enfermedad letal. En el
pasado, se ha considerado que el principal mecanismo protector por parte de un organismo hospedador contra
hongos tales como Candida es una inmunizacion inespecifica por los neutréfilos. Cuando este mecanismo protector
funciona con normalidad hay poco riesgo de infectarse con hongos. Sin embargo, en los Ultimos afios, el riesgo de
padecer una micosis grave ha aumentado debido al incremento del numero de pacientes con enfermedades
subyacentes que disminuyen la funcién inmunolégica del cuerpo, tales como tumores malignos (en particular,
tumores malignos hematopoyéticos tales como leucemia aguda o linfoma maligno) y SIDA, el uso frecuente de
agentes anticancerigenos o inmunosupresores, el uso excesivo de antibidticos antibacterianos u hormonas
esteroides, el uso prolongado de hiperalimentacién venosa central o cateterizacion venosa y similares (Documento
1, que no es una patente).

Los agentes usados para el tratamiento de tales micosis graves son muy pocos, cuando se comparan con los
agentes antibacterianos usados, e incluyen solo anfotericina B, flucitosina, miconazol, fluconazol, itraconazol,
voriconazol, micafungina y similares.

Por consiguiente, hay un incremento de la necesidad de agentes seguros y eficaces contra las infecciones fungicas
oportunistas causadas por patdgenos fungicos tales como Candida, Cryptococcus y Aspergillus.

Aunque los agentes que se usan en la actualidad, por ejemplo, anfotericina B, tienen una accion fungicida
extremadamente fuerte, tienen un problema respecto a los efectos secundarios tales como nefrotoxicidad, asi que su
uso clinico es limitado. En la actualidad es raro que se use flucitosina individualmente porque este agente tiene
problemas con, por ejemplo, el desarrollo de resistencia. La micafungina tiene baja actividad contra Cryptococcus.
Los azoles tales como fluconazol y voriconazol son los que se usan mas frecuentemente en la actualidad debido a
su equilibrio entre eficacia y seguridad, aunque su accién antifungica es inferior a la de la anfotericina B
(Documentos 2 y 3, que no son una patente).

Malassezia, que es un hongo patégeno de infecciones fungicas superficiales, es un hongo patégeno que se piensa
que es una causa o factor de exacerbacion en enfermedades cutaneas tal como tifia versicolor, dermatitis seborreica
y dermatitis atépica. Por consiguiente, el uso de agentes antifingicos para el tratamiento de estas enfermedades
seria eficaz. Sin embargo, los agentes antifingicos que tienen una actividad antifingica excelente contra Malassezia
se limitan a so6lo unos pocos agentes antifungicos tales como ketoconazol e itraconazol. Ademas, ha habido
informes de brotes reiterados una vez que ha finalizado el tratamiento, lo que significa que los efectos del
tratamiento satisfactorio no se pueden garantizar. (Documento 4, que no es una patente).

Se estan usando métodos para el uso en combinacion de agentes antifingicos para fines tales como reforzar los
efectos del tratamiento (Documento 5, que no es una patente). La investigacion también esta progresando en la
combinacién de agentes antifungicos (Documentos de Patente 1, 2 y 3). Sin embargo, el nUmero de agentes que se
combinan es limitado, lo que significa que los efectos satisfactorios del tratamiento no se pueden garantizar.

Por otro lado, se conocen derivados de arilamidina que tienen actividad antifungica (Documento de Patente 4).

Documento de Patente 1: Patente Japonesa N° 3288051.

Documento de Patente 2: JP-A-11-504931.

Documento de Patente 3: JP-A-2003-527314.

Documento de Patente 4: Publicacion de Patente Internacional N° WO03/074476 (EP-A 1481966).

Documento 1, que no es una patente: Rinisho to Biseibutsu (Clinics and Microorganisms), Vol, 17, pags 265-
266, 1990.

Documento 2, que no es una patente: Rinisho to Biseibutsu (Clinics and Microorganisms), Vol, 21, pags 277-
283, 1994.

Documento 3, que no es una patente: Rinisho to Biseibutsu (Clinics and Microorganisms), Vol, 30, pags 595-
614, 2003.
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Documento 4, que no es una patente: Nippon Ishinkin Gakkai (Japanese Journal of Medical Mycology), Vol. 46,
pags 163-167, 2005.

Documento 5, Shinzaisei Shinkinsho no Shindan & Chiryo Gaidorain (Guidelines for the Diagnosis and
Treatment of Deep Mycosis), pag. 20, pag. 29, 2003 (Ishiyaku Pub. Inc.).

Divulgacion de la invencion

Se desea una composicion farmacéutica para su uso en un método de tratamiento de infecciones fungicas, que
tenga una fuerte actividad antifungica pero poco efectos secundarios, y para su uso en un método para uso de
agentes antifingicos en combinacion.

Bajo tales circunstancias como resultado de un estudio intensivo, los inventores de la presente invencion
descubrieron que una composicién farmacéutica que comprende un derivado de arilamidina o una sal del mismo,
representado por la siguiente formula [1]

[Férmula 1]

R~§ >—o/\/\O/\/\o—QR' (1]
R R’

en la que R’ representa un grupo amidino; y R? y R® representan un atomo de hidrégeno; y uno o mas agentes
antifungicos seleccionados de agentes antifiingicos de azol, agentes antifungicos de polieno, agentes antifingicos
de candina y agentes antifingicos de fluoropirimidina, tiene una fuerte actividad antifungica y es util en el tratamiento
de infecciones fungicas, y que un método para el uso en combinacion de estos agentes antifungicos es Uutil en el
tratamiento de infecciones fungicas, lograndose asi la presente invencion como se define en las reivindicaciones.

Ademas, los inventores de la presente invencion encontraron que una composicion farmacéutica que comprende un
derivado de la arilamidina, representado por la férmula [1] o una sal del mismo e inmunosupresores tiene una fuerte
actividad antifingica y es util en el tratamiento de infecciones fungicas y enfermedades cutaneas tales como
dermatitis atopica, y que un método para uso de estos agentes en combinacion es Uutil en el tratamiento de
infecciones fungicas y enfermedades cutaneas tales como la dermatitis atépica.

La composicién farmacéutica que comprende un derivado de la arilamidina o una sal del mismo que tiene actividad
antifungica, y uno o méas agentes antifungicos seleccionados de agentes antifungicos de azol, agentes antifungicos
de polieno, agentes antifingicos de candina y agentes antifungicos de fluoropirimidina, tiene una fuerte actividad
antifungica y es util en el tratamiento de infecciones fungicas. Un método para el uso de estos agentes antifungicos
en combinacion es util como un método excelente de tratamiento de infecciones fungicas.

Mejor modo para realizar la invencion
La presente invencion se describira a continuacion con mas detalle.
El compuesto representado por la formula [1] usado en la presente invencién es el siguiente.

Para el compuesto representado por la férmula [1] 0 una sal del mismo, en los casos en los que exista el solvato o el
hidrato, se puede usar tal solvato o hidrato. Ademas se pueden usar cristales que tengan diversas formas.

Los ejemplos de sales del compuesto representado por la formula [1] incluyen las sales de acidos minerales, tales
como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico; las sales de acidos carboxilicos organicos, tales como
acido tartarico, acido férmico, acido acético, acido citrico, acido tricloroacético y acido trifluoroacético; las sales de
acidos sulfénicos tales como acido metanosulfonico, acido bencenosulfonico, acido p-toluenosulfénico, acido
mesitilenosulfonico y acido naftalenosulfénico; y las sales del acido fosfdrico.

Las sales preferidas del compuesto representado por la férmula [1] incluyen sales aceptables farmacoldgicamente, y
son mas preferidas las sales clorhidrato.

Aunque el compuesto de férmula [1] usado en la presente invencion puede producirse por métodos convencionales,
también puede producirse mediante los métodos descritos en, por ejemplo, el folleto de la publicacion de patente
internacional N° WO2006/003881.

Los ejemplos de los agentes antifungicos de azol usados en la presente invencion incluyen agentes antifungicos de
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triazol, tales como fluconazol, fosfluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol, BMS-379224, BAL-
8557 y CS-758, asi como agentes antifingicos de imidazol, tales como ketoconazol, miconazol, bifonazol,
lanoconzol y luliconazol.

Los ejemplos preferidos de los agentes antifingicos de azol incluyen agentes antifingicos de triazol, tales como
fluconazol, fosfluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol, BMS-379224, BAL-8557 y CS-758.
Son mas preferidos fluconazol, fosfluconazol, voriconazol, e itraconazol, y aun mas preferidos fluconazol,
voriconazol e itraconazol.

Los ejemplos de agentes antifingicos de polieno usados en la presente invencion incluyen anfotericina B y
formulaciones liposomales de la misma (por ejemplo, Abelcet (nombre comercial) 0 AmBisome (nombre comercial)),
nistatina, tricomicina, SPK.843 y pimaricina.

Los ejemplos preferidos de agentes antifingicos de polieno incluyen anfotericina B y formulaciones liposomales de
la misma (por ejemplo, Abelcet (nombre comercial) o AmBisome (nombre comercial)).

Los ejemplos de agentes antifingicos de candina usados en la presente invencion incluyen micafungina,
caspofungina, anidalafungina y aminocandina.

Los ejemplos preferidos de agentes antifungicos de candina usados en la presente invencion incluyen micafungina.
Los ejemplos de agentes antifungicos de fluoropirimidina usados en la presente invencioén incluyen flucitosina.

La via de administracion del derivado de arilamidina o la sal del mismo representado por la féormula [1] no esta
limitada especialmente, y el derivado de arilamidina o la sal del mismo se pueden administrar por via intravenosa,
oral, intramuscular, subcutanea o por alguna otra via de administracion. Ademas, el derivado de arilamidina o la sal
del mismo representado por la férmula [1] se puede administrar simultaneamente, por separado, o en un orden
especifico, con los agentes antifingicos de azol, agentes antifingicos de polieno, agentes antifungicos de candina, y
agentes antifungicos de fluoropirimidina.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion exhibe una excelente accién contra hongos tales
como Candida, Cryptococcus, Aspergillus y Malassezia. La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente
invencion exhibe una accién especialmente excelente contra Candida tal como Candida albicans, Candida glabrata,
Candida guilliemondii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida stellatoidea, Candida tropicalis
y Candida lusitaniae; Cryptococcus, tal como Cryptococcus neoformans; Aspergillus tal como Aspergillus clavatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
versicolor y Aspergillus restrictus; Malassezia tal como Malassezia furfur, Malassezia pachydermatis, Malassezia
sympodialis y Malassezia slooffiae.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion es eficaz en la prevencion y tratamiento de una
variedad de infecciones fungicas, tales como candidiasis, criptococosis, aspergilosis y malasseziosis.

Con la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion, pueden tratarse infecciones fungicas mas
graves. Ademas, como se manifiesta una fuerte accién antifingica aunque se disminuya la cantidad de cada uno de
los agentes que se administran, se pueden reducir los efectos secundarios de los respectivos agentes.

Ejemplos

La presente invencion se describira a continuaciéon con mayor detalle en referencia a los siguientes ejemplos de
ensayo. Sin embargo, la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Las respectivas abreviaturas tienen el siguiente significado:

FLCZ: fluconazol; MCFG: micafungina; AMPH-B: anfotericina B; ITCZ: itraconazol; 5-FC: flucitosina; VLCZ:
voriconazol; KCZ: ketoconazol; y TAC: tacrolimus.

El siguiente compuesto se seleccioné como el compuesto de ensayo. La férmula quimica estructural de este
compuesto se muestra a continuacion.
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[Férmula 5]
HN A NH
» . o /\/\N/\:>/\/\ o < > /<
HzN NH2

Se seleccionaron como agentes fluconazol (producto disponible en el mercado), micafungina (producto disponible en
el mercado), anfotericina B (producto disponible en el mercado), itraconazol (producto disponible en el mercado),
voriconazol (producto disponible en el mercado), ketoconazol (producto disponible en el mercado), tacrolimus
(producto disponible en el mercado) y flucitosina (Sigma).

Ejemplo de ensayo 1. Ensayo in vitro (Asperqillus y Cryptococcus)

Se llevo a cabo un ensayo de susceptibilidad de hongos usando un método de dilucién en caldo.

El medio usado en el ensayo de susceptibilidad consistié6 en RPMI1640 (Sigma) (RPMI/MOPS) ajustado a un pH de
7,0 con 0,165 mol/l de acido morfolinopropanosulfonico (MOPS) y 1,0 mol/l de hidréxido sédico.

El compuesto de ensayo se disolvié en una pequefia cantidad de 0,1 mol/l de acido clorhidrico. Se diluy6 la solucion
con agua estéril y después se prepard a una concentracion predeterminada usando RPMI/MOPS.

Los agentes se disolvieron en una pequefia cantidad de agua estéril o dimetilsulféxido, y las soluciones resultantes
se prepararon después a una concentracion predeterminada usando RPMI/MOPS.

Cada in6culo se prepard diluyendo de una suspension de Cryptococcus neoformans ATCC90112 que se habia
cultivado durante dos noches a 35 °C en una placa de agar Sabouraud o diluyendo una suspension de conidios de
Aspergillus fumigatus TIMMO0063 suspendidos en solucidon salina fisioldgica estérii a una concentracion
predeterminada usando RPMI/MOPS (concentracion final para cada solucion: aproximadamente 1 x 10 células/ml y
aproximadamente 1 x 10* CFU/ml). Finalmente se hizo una microplaca que contenia las concentraciones
predeterminadas del compuesto de ensayo y de los respectivos agentes, asi como el medio y los hongos. La placa
se cultivé a 35 °C durante 48 a 72 horas. La absorbancia a 630 nm se midié antes y después del cultivo usando un
espectrofotdmetro automatico. La concentracion mas baja a la que se observé un 50% de inhibicién del crecimiento
comparado con un control del crecimiento en el que no se afadié la sustancia de ensayo se definié como Clsp.

Se calculd un indice FIC comparando la Clsg para el compuesto de ensayo con las de fluconazol, micafungina,
anfotericina B, itraconazol y flucitosina cuando se usan individualmente y cuando se usan en combinacién, y
evaluando la actividad antifungica del respectivo agente en combinacion con el compuesto de ensayo mediante el
método del tablero de ajedrez. El indice FIC toma el valor minimo de los valores determinados de acuerdo con:
(valor de Clsp cuando se usa en combinacién con el compuesto de ensayo/valor de Clsp cuando se usa
individualmente con el compuesto de ensayo) + (valor de Clso cuando se usa en combinacién con el agente/valor de
Clso cuando se usa individualmente con el agente).

En los casos en los que el indice FIC fue de 0,5 o menor, se determiné que habia un fuerte efecto sinérgico como
resultado de la combinacién de ambos agentes (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 39, pag. 1691, 1995).

Los resultados de la combinacién del compuesto de ensayo con los agentes respectivos contra Aspergillus
fumigatus TIMMO063 se muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]
Composicién Compuesto de ensayo Compuesto de ensayo Compuesto de ensayo
P MCFG AMPH-B 5-FC
indice FIC 0,31 0,25 <0,14

Se confirmé un fuerte efecto sinérgico para el compuesto de ensayo con micafungina, anfotericina B y flucitosina.

Los resultados de la combinacién del compuesto de ensayo con los agentes respectivos contra Cryptococcus
neoformans ATCC90112 se muestran en la Tabla 2.
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[Tabla 2]
Composicién Compuesto de Compuesto de Compuesto de Compuesto de
P ensayo FLCZ ensayo ITCZ ensayo AMPH-B ensayo 5-FC
indice FIC 0,31 0,38 0,38 0,38

Se confirmé un fuerte efecto sinérgico para el compuesto de ensayo con fluconazol, itraconazol, anfotericina B y
flucitosina.

Ejemplo de ensayo 2. Ensayo in vitro (Malassezia)

Se llevé a cabo un ensayo de susceptibilidad de hongos usando un método de dilucién en caldo.

El medio usado en el ensayo de susceptibilidad consistié en una mezcla (m RPMI/MOPS) de RPMI1640 (Sigma)
ajustada a un pH de 7,0 con 0,165 mol/l de acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS) y 1,0 mol/l de hidréxido
sadico, glucosa, bilis de buey, glicerol y Tween 20 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)

El compuesto de ensayo se disolvio en una pequefia cantidad de 0,1 mol/l de &cido clorhidrico. Se diluy6 la solucion
con agua estéril, y después se prepard a una concentracion predeterminada usando m RPMI/MOPS. Se disolvieron
itraconazol, ketoconazol y tracolimus en dimetilsulféxido, y las soluciones resultantes se prepararon después a una
concentracion predeterminada usando m RPMI/MOPS.

Se prepardé un inéculo suspendiendo Malassezia furfur NBRC0656 que se habia cultivado durante 2 noches a 30 °C
en un medio de agar 103 (un medio formado preparando una mezcla de glucosa al 1%, peptona al 0,5%, extracto de
levadura al 0,3 % y extracto de malta al 0,3%, a un pH de 5,6 usando 1,0 mol/l de &cido clorhidrico, cargando la
mezcla con aceite de oliva al 1% y polvo de agar al 1,5% y después sometiendo la mezcla resultante a esterilizacion
por vapor a alta presion) a una concentracion predeterminada usando m RPMI/MOPS (concentracion final para la
solucion: aproximadamente 1 x 10° células/ml). Finalmente, se prepar6 una microplaca que contenia las
concentraciones predeterminadas del compuesto de ensayo, los respectivos agentes, el medio y los hongos. La
placa se cultivé a 30 °C durante 70 a 72 horas. La concentracién mas baja a la que no se observé crecimiento de
hongos después de que el cultivo terminara se defini6 como la MIC. Se calcul6 un indice FIC comparando la MIC
para el compuesto de ensayo con la del itraconazol, ketaconazol y tracolimus cuando se usaron individualmente y
cuando se usaron en combinacion, y evaluando la actividad antifungica de la combinacion de agentes respectiva con
el compuesto de ensayo mediante un método del tablero de ajedrez. El indice FIC toma el valor minimo de los
valores determinados de acuerdo con: (valor de MIC cuando se usa en combinacion con el compuesto de
ensayo/valor de MIC cuando se usa individualmente con el compuesto de ensayo) + (valor de MIC cuando se usa en
combinacién con el compuesto de ensayo/valor de MIC cuando se usa individualmente con el agente).

Los resultados de la combinacién del compuesto de ensayo con los agentes respectivos contra Malassezia furfur
NBRCO0656 se muestran en la Tabla 3

[Tabla 3]
. Compuesto de ensayo Compuesto de ensayo Compuesto de ensayo
Composicion ITCZ KCZ TAC
indice FIC 0,99 0,48 <0,43

Se confirmé un fuerte efecto sinérgico para el compuesto de ensayo con itraconazol, ketaconazol y tracolimus.

Ejemplo de ensayo 3: Ensayo in vivo (Candida)

La actividad en vivo se evalué usando un modelo de infeccién sistémica de ratén por Candida albicans.

A los ratones (ratones IRC macho, de cuatro semanas (en el momento de la infeccion), 10 ratones por grupo) se les
administré por via intraperitoneal ciclofosfamida 4 dias antes de la infeccion (200 mg/kg) y el dia antes de la
infeccion (100 mg/kg). Se prepard un indculo suspendiendo Candida albicans TIMM1623 en una placa de agar
Sabouraud que se habia cultivado durante una noche a 35 °C en una solucidn salina fisioldgica estéril, contando el
numero de células usando un microscopio bioldgico, y después diluyendo con una solucién salina fisioldgica estéril.
Los ratones se inocularon por via intravenosa en sus colas con 0,2 ml del inéculo para inducir la infeccion
(aproximadamente 3 x 10* UFC/raton).

El compuesto de ensayo se disolvi6 en una pequefia cantidad de 0,1 mol/l de &cido clorhidrico, y la solucion
resultante se diluyd con solucion salina fisiolégica estéril.

Se prepararon fluconazol y micafungina usando solucién salina fisiolégica estéril.
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Se disolvié anfotericina B en glucosa al 5%. Se administraron por via subcutanea el compuesto de ensayo (0,0313
mg/kg), fluconazol (0,25 mg/kg), anfotericina B (0,1 mg/kg) y micafungina (0,25 mg/kg) 2 horas después de la
infeccion y después una vez al dia durante 6 dias para un total de 7 veces. El ensayo se llevé a cabo para el caso en
el que cada uno de los agentes se administré individualmente y en combinacion mediante la administracién de cada
uno de los agentes inmediatamente después de que se hubiera administrado el compuesto de ensayo.

Se ensayaron el tiempo de supervivencia para los grupos en los que se administré individualmente el compuesto de
ensayo o cada uno de los agentes, y el tiempo de supervivencia para los grupos en los que el compuesto de ensayo
se administré en combinacién con cada uno de los agentes, para determinar si habia una diferencia significativa en
el nivel de significado bilateral del 5% con respecto al tiempo de supervivencia de un grupo al que no se le habia
administrado ningun agente usando el ensayo Log-rank de Kaplan-Meier (comparacion de multiples grupos). Los
resultados del ensayo se muestran en las Figuras 1 a 3.

No se observd que ninguno de los grupos de administracién individual tuviera un efecto de prolongacion de la vida
significativo (p > 0,05) en comparacién con el grupo al que no se le administré ningun agente. Por otro lado, se
observé que los grupos de administracion combinada del compuesto de ensayo y fluconazol, el compuesto de
ensayo y anfotericina B y el compuesto de ensayo y micafungina tenian un efecto de prolongacion de la vida
significativo (p < 0,0001) en comparacion con el grupo al que no se le administré ningun agente.

En el modelo de infeccion sistémica de raton por Candida albicans, se observé que la administracién combinada del
compuesto de ensayo y el fluconazol, el compuesto de ensayo y la anfotericina B y el compuesto de ensayo y la
micafungina mostraban excelentes efectos de tratamiento.

Ejemplo de ensayo 4: Ensayo in vivo (Asperqillus)

La actividad en vivo se evalué usando un modelo de infeccion sistémica de ratdn con Aspergillus fumigatus.

En cuanto al in6culo, se administré por via intraperitoneal ciclofosfamida a ratones (ratones IRC macho, de cuatro
semanas (en el momento de la infeccidn), 10 ratones por grupo) 4 dias antes de la infeccion (200 mg/kg) y el dia
antes de la infeccién (100 mg/kg). Se diluydé una suspension de conidios de Aspergillus fumigatus TIMMO063 con
solucidn salina fisiolégica estéril que contiene 0,05 % de Tween 80 (fabricado por Difco Laboratories) para preparar
un indculo. Se inocularon los ratones por via intravenosa en sus colas con 0,2 ml del in6culo para inducir la infeccion
(aproximadamente 4 x 10* UFC/ratén).

El compuesto de ensayo se disolvid en una pequefa cantidad de 0,1 mol/l de acido clorhidrico, y se diluyé la
solucion restante con solucion salina fisioldgica estéril.

Se disolvio voriconazol en 50 mg/ml de solucién acuosa de sulfobutil éter B-ciclodextrina sédica (SIDIX).
Se suspendio flucitosina en solucidon de metilcelulosa al 0,5 %.

El compuesto de ensayo (0,1 mg/kg) y el voriconazol (5 mg/kg) se administraron por via subcutanea y la flucitosina
(50 mg/kg) se administrd por via oral 2 horas después de la infeccion y después una vez al dia durante 6 dias para
un total de 7 veces. El ensayo se llevd a cabo para el caso en el que cada uno de los agentes se administro
individualmente y en combinacion mediante la administracion de cada uno de los agentes inmediatamente después
de que se hubiera administrado el compuesto de ensayo. La eficacia en el ensayo de susceptibilidad se evalué por
la tasa de supervivencia 15 dias después de la infeccion.

Los resultados de la combinacién del compuesto de ensayo y voriconazol contra Asperqgillus fumigatus se muestran
en la Tabla 4. Los resultados de la combinacion del compuesto de ensayo vy flucitosina contra Aspergillus fumigatus
se muestran en la Tabla 5.

[Tabla 4]
L Compuesto de Compuesto de Grupo sin
Composicion ensayo VLCZ ensayo VLCZ administrar
Tasade 10 10 50 0
supervivencia (%)
[Tabla 5]
L Compuesto de Compuesto de Grupo sin
Composicion ensayo VLCZ ensayo VLCZ administrar
Tasa de 10 10 50 0

supervivencia (%)
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En el modelo de infeccion sistémica de raton por Aspergillus fumigatus, la administracion combinada del compuesto
de ensayo y voriconazol y el compuesto de ensayo y flucitosina mostraron excelentes efectos de tratamiento.

Ejemplo de ensayo 5: Ensayo in vivo (Cryptococcus)

La actividad in vivo se evalué empleando un modelo de infeccion sistémica de ratén con Cryptococcus neoformans.

Se administré por via intraperitoneal ciclofosfamida a ratones (ratones IRC macho, de cuatro semanas (en el
momento de la infeccidn), 10 ratones por grupo) 4 dias antes de la infeccion (200 mg/kg) y el dia antes de la
infeccion (100 mg/kg). Se prepard un inéculo suspendiendo Cryptococcus neoformans ATCC90112 en solucion
salina fisiolégica estéril en una placa plana SDA que se habia cultivado durante una noche a 35 °C, contando el
numero de células usando un microscopio biolégico, y después diluyendo con solucion salina fisioldgica estéril. Los
ratones se inocularon por via intravenosa en sus colas con 0,2 ml del inéculo para inducir la infeccion
(aproximadamente 8 x 10* UFC/ratén).

El compuesto de ensayo se disolvié en una pequefa cantidad de 0,1 mol/l de acido clorhidrico, y la solucion
resultante se diluyd con solucidn salina fisiologica estéril.

Se preparo fluconazol usando solucion salina fisioldgica estéril.
Se disolvi6 anfotericina B en solucién acuosa de glucosa al 5%.

Se administraron por via subcutanea el compuesto de ensayo (0,125 mg/kg), fluconazol (5 mg/kg) y anfotericina B
(0,25 mg/kg) 2 horas después de la infeccidn y después una vez al dia durante 6 dias un total de 7 veces. El ensayo
se llevo a cabo para el caso en el que cada uno de los agentes se administré individualmente y en combinacién
mediante la administracién de cada uno de los agentes inmediatamente después de que se hubiera administrado el
compuesto de ensayo. La eficacia en el ensayo de susceptibilidad se evalud por la tasa de supervivencia 22 dias
después de la infeccion.

Los resultados de la combinaciéon del compuesto de ensayo y fluconazol contra Cryptococcus neoformans se
muestran en la Tabla 6. Los resultados de la combinacion del compuesto de ensayo y anfotericina B contra
Cryptococcus neoformans se muestran en la Tabla 7.

[Tabla 6]
Composicién Compuesto de FLCZ Compuesto de Gru_pg sin
ensayo ensayo FLCZ administrar
Tasade 20 10 80 0
supervivencia (%)
[Tabla 7]
- Compuesto de Compuesto de Grupo sin
Composicion ensayo AMPH-B ensayo AMPH-B administrar
Tasa de 0 20 70 0

supervivencia (%)

En el modelo de infeccidon sistémica de ratéon por Cryptococcus neoformans, la administracion combinada del
compuesto de ensayo y fluconazol, y la del compuesto de ensayo y la anfotericina B mostraban excelentes efectos
de tratamiento.

Esta claro a partir de los resultados anteriores que la combinacién del derivado de arilamidina o de la sal del mismo,
representados por la férmula [1], con varios agentes antifingicos o similares muestra actividad antifingica sinérgica
y efectos de tratamiento, y es eficaz en el tratamiento de infecciones fungicas causadas por patégenos fungicos.

A continuacién, el derivado de arilamidina o la sal del mismo, representados por la formula [1], usados en la presente
invencion se describiran con referencia a los ejemplos de produccion y ejemplos de formulacion de farmacos.

La proporcion de mezcla en el eluyente esta en proporcién a su capacidad. Al menos que se indique lo contrario, el
vehiculo para el gel de silice en la columna de cromatografia es B.W. Silica Gel, BW-127ZH, Fuiji Silysia Chemical
Ltd.

Las respectivas abreviaturas tienen el siguiente significado.
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Ac: acetilo; Boc: terc-butoxicarbonilo; Et: etilo; DMSO-dg: Dimetilsulféxido deuterado.

Ejemplo de produccién 1

BooN_)"™"0H —= BocN_)"™~"Br

A una solucion en tetrahidrofurano (100 ml) de 10,7 g de 4-(3-hidroxipropil)-1-piperidincarboxilato de terc-butilo se le
afadieron 19,0 g de tetrabromuro de carbono enfriando con agua, a la que se afiadieron después 15,0 g de
trifenilfosfina durante un periodo de 13 minutos. Esta mezcla se agité a temperatura ambiente durante dos horas y
30 minutos y se dejé reposar durante 13 horas. A la mezcla de reaccion se le afiadié agua, acetato de etilo, y una
solucion acuosa saturada de cloruro sédico. La fase organica se separd, se lavé con una solucion acuosa saturada
de cloruro sédico, y se seco con sulfato de magnesio anhidro, seguido de la retirada del disolvente por destilacion a
presion reducida. El residuo resultante se purificd6 usando una cromatografia en columna sobre gel de silice
(eluyente; hexano:acetato de etilo = 3:1) para proporcionar 13,2 g de 4-(3-bromopropil)-1-piperidincarboxilato de
terc-butilo como una forma oleosa incolora.

RMN-H' (CDCls) valor &: 1,00-1,20 (2H, m), 1,20-1,50 (3H, m), 1,45 (9H, s), 1,60-1,70 (2H, m), 1,80-1,95 (2H, m),
2,60-2,75 (2H, m), 3,40 (2H, t, J = 6,8 Hz), 3,90-4,25 (2H, m).

Ejemplo de produccion 2

BocrON‘sr —_— BocND/\/‘o-Q-cN

A una solucién en dimetilsulféxido (130 ml) de 13,2 g de 4-(3-hidroxipropil)-1-piperidincarboxilato de terc-butilo se le
afadieron 5,13 g de 4-cianofenol y 11,9 g de carbonato potasico a temperatura ambiente, que después se agit6 a la
misma temperatura durante 26 horas. Se afadié la mezcla de reaccién a una mezcla de tolueno y agua. La fase
organica se separo, se lavé con una solucion acuosa saturada de cloruro sédico, y se seco con sulfato de magnesio
anhidro, seguido de la retirada del disolvente por destilacién a presion reducida para proporcionar 14,5 g de 4-[3-(4-
cianofenoxi)propil]-1-piperidincarboxilato de terc-butilo en forma de un sélido blanco. RMN-H' (CDCI3) valor 5: 1,05-
1,20 (2H, m), 1,40-1,50 (3H, m), 1,46 (9H, s), 1,65-1,75 (2H, m), 1,75-1,90 (2H, m), 2,60-2,80 (2H, m), 3,99 (2H, t,
J=6,3 Hz), 4,00-4,20 (2H, m), 6,93 (2H, d, J=8,7 Hz), 7,58 (2H, d, J=8,7 Hz).

Ejemplo de produccién 3

BooN_)y"™~" 0~ -oN —= N y"™"0~ )~cN

A una solucién en cloroformo (100 ml) de 14,0 g de 4-[3-(4-cianofenoxi)propil]-1-piperidincarboxilato de terc-butilo se
le afiadieron gota a gota 40 ml de acido trifluoroacético enfriando con agua durante un periodo de 10 minutos. Esta
mezcla se agité a la misma temperatura durante 20 minutos, y después se agité a temperatura ambiente durante 35
minutos. Después de la retirada del disolvente por destilacion a presion reducida, se afiadieron cloroformo y agua.
Se afiadié una solucion acuosa de hidréxido sédico a la misma para ajustar el pH a 13,0. La fase organica se
separd, y se extrajo la fase acuosa con cloroformo. La fase organica y el extracto se combinaron, después se
lavaron con una solucién acuosa de hidroxido sddico, y se secaron con carbonato potasico, seguido de la destilacion
del solvente a presion reducida para proporcionar 10,3 g de 4-[3-(4-piperidinil)propoxilbenzonitrilo en forma de un
sélido amarillo palido.

RMN-H' (CDCls) valor 5:1,05-1,20 (2H, m), 1,35-1,45 (3H, m), 1,65-1,90 (4H, m), 2,50-2,65 (2H, m), 3,00-3,15 (2H,
m), 3,99 (2H, t, J=6,6 Hz), 4,78 (1H, s), 6,93 (2H, d, J=9,0 Hz), 7,58 (2H, d, J=9,0 Hz).

Ejemplo de produccién 4

WO oo — re- Do~ O~ oo

A una solucion en N,N-dimetilformamida (150 ml) de 10,2 g de 4-[3-(4-piperidinil)propoxi]benzonitrilo se le afiadieron
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secuencialmente 11,2 g de carbonato potasico y 9,72 g de 4-(3-bromopropoxi)benzonitrilo a temperatura ambiente,
que después se agité a la misma temperatura durante 18 horas. Se afadieron tolueno y agua a la mezcla de
reaccion. Se recogié el precipitado por filtracion para proporcionar 13,7 g de 4-(3-{4-[3-(4-cianofenoxi)propil]-1-
piperidinil}propoxi) benzonitrilo en forma de un sélido blanco.

RMN-H' (CDCI3) valor 6: 1,20-1,45 (5H, m), 1,65-2,05 (8H, m), 2,40-2,55 (2H, m), 2,85-3,00 (2H, m), 3,99 (2H, t ,
J=6,5 Hz), 4,06 (2H, t, J=6,3 Hz), 6,93 (2H, d, J=8,8 Hz), 6,94 (2H, d, J=8,8 Hz), 7,57 (2H, d, J=8,8 Hz), 7,57 (2H, d,
J=8,8 Hz).

Ejemplo de produccién 5

oD O~
" HO _@_é"OH
T RN Vo Do NH,

A una suspensién en dimetilsullféxido (126 ml) de 12,6 g de 4-(3-{4-[3-(4-cianofenoxi)propil]-1-
piperidinil}propoxi)benzonitrilo se le afiadieron 19,1 ml de una solucién acuosa de hidroxilamina al 50 %, que
después se agité a 50 °C durante 19 horas. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente, se afiadieron gota a gota
260 ml de agua durante un periodo de 50 minutos, seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos
y después enfriamiento con agua durante 2 horas. Se recogi6 el precipitado por filtracion para proporcionar 15,0 g de
4-3-4{4-[amino(hidroxiimino)metillfenoxi}propil)-1-piperidinil]propoxi}-N'-hidroxibenzamidina en forma de un sdlido
blanco.

RMN-H' (DMSO-dg) valor &: 1,05-1,40 (5H, m), 1,60-1,80 (4H, m), 1,80-1,90 (4H, m), 2,35-2,45 (2H, m), 2,80-2,90
(2H, m), 3,96 (2H, t, J=6,5 Hz), 4,01 (2H, t ,J=6,5 Hz), 5,65-5,75 (4H, m), 6,85-6,95 (4H, m), 7,55-7,65 (4H, m), 9,43
(1H,s),9,43(1H, s).

Ejemplo de produccién 6

H::‘)—O-OMO’\/‘OO{:H
—= OO O
— OO

sal HCI

A una suspension en acido acético (150 ml) de 14,9 g de 4-3-4-{4-[amino(hidroxiimino)metillfenoxi}propil)-1-
piperidinilJpropoxi}-N'-hidroxibenzamidina se le afiadieron 5,97 ml de anhidrido acético a temperatura ambiente, que
después se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y 20 minutos. A esta mezcla se le anadieron 1,50 g de
paladio-carbono al 5%, y después se agité en una atmdsfera de hidrégeno durante 4 horas y 40 minutos. Se retird
por filtracién la materia insoluble, y después se afiadieron 55 ml de acido clorhidrico a 6,0 mol/l. El solvente se retird
por destilacion a presion reducida, y se afiadio etanol al residuo resultante. La materia sélida se recogié por filtracion
para proporcionar 14,0 g de 4-{3-[4-(3-{4-[amino(imino)metillfenoxi]propil)-1-piperidinil]propoxi}benzamidina en forma
de un solido blanco. RMN-H' (DMSO-dg) valor &: 1,30-1,45 (2H, m), 1,45-1,70 (3H, m), 1,70-1,90 (4H, m), 2,15-2,30
(2H, m), 2,80-3,00 (2H, m), 3,10-3,20 (2H, m), 3,45-3,55 (2H, m), 4,10 (2H, t, J=6,2 Hz), 4,19 (2H, t, J=6,1 Hz), 7,15
(2H, d, J=8,4 Hz), 7,16 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,84 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,86 (2H, d, J=8,4 Hz), 8,90-9,00 (4H, m), 9,15-9,30
(4H, m), 10,60-10,80 (1H, ancho).
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Ejemplo de produccién 7

oo Oron
— (OO
e OO

Se introdujo cloruro de hidrégeno en una suspension en etanol (20 ml) de 1,15 g de 4-(3-{4-[3-(4-cianofenoxi)propil]-
1-piperidinil}propoxi)benzonitrilo enfriando con hielo, que después se agitd a temperatura ambiente durante 24
horas. El solvente se retiré por destilacion a presion reducida y el residuo resultante se disolvié en 20 ml de etanol.
Se afiadieron 1,54 g de acetato amonico, que se calentd después a reflujo durante 3 horas y 45 minutos. La mezcla
de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, se afiadié agua, seguido de la retirada del etanol por destilaciéon a
presion reducida. Se afiadio cloroformo al residuo resultante, al que se le aifadieron después 5,0 mol/l de solucion
acuosa de hidroxido sédico para ajustar el pH a 12,5. El precipitado se recogio por filtracion para proporcionar 1,13 g
de 4-{3[4-(3-{4-[amino(imino)metillfenoxi]propil)-1-piperidiniljpropoxi}benzamidina en forma de un sdlido blanco.
RMN-H" (DMSO-d) valor &: 1,00-1,40 (5H, m), 1,60-1,80 (4H, m), 1,80-1,95 (4H, m), 2,35-2,45 (2H, m), 2,80-2,90
(2H, m), 3,98 (2H, t, J=6,5 Hz), 4,03 (2H, t, J=6,3 Hz), 6,30-7,20 (4H, ancho), 6,85-7,00 (4H, m), 7,65-7,80 (4H, m).

Ejemplo de produccién 8

O OO
— OO~ O

sal HCI

A una suspension en etanol (10 ml) de 0,50 g de 4-{3-[4-(3-{4-[amino(imino)metillfenoxi]propil)-1-
piperidinil]propoxi}benzamidina se le afiadieron 1,77 ml de una solucién de 2,6 mol/ml de cloruro de hidrégeno/etanol
a temperatura ambiente, la cual después se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas y 15 minutos. El
precipitado se recogid6 por filtracion para proporcionar 0,49 g de clorhidrato de 4-{3-[4-(3-{4-
[amino(imino)metillfenoxi]propil)-1-piperidinilJpropoxi}benzamidina en forma de un sélido incoloro.

Los datos del espectro de RMN-H' en DMSO-ds coincidieron con los valores del ejemplo de produccion 6.

Ejemplo de formulacién de farmaco 1

En agua para inyeccion, se disolvieron 1,25 g del compuesto obtenido en el ejemplo de produccién 6 y 0,5 g de
manitol-D para proporcionar una cantidad total de 100 ml. La solucién se filtr6 a través de un filtro de membrana de
0,22 um, y 10 ml de la solucién farmacoldgica resultante se introdujeron en una ampolla y se sellaron, seguido de
esterilizacion por vapor para proporcionar un agente de inyeccion.

Aplicabilidad industrial

Una composicion farmacéutica que tiene actividad antifingica de acuerdo con la presente invencién que comprende
un derivado de arilamidina o una sal del mismo, y uno o mas agentes seleccionados de agentes antifingicos de
azol, agentes antifungicos de polieno, agentes antifingicos de candina, y agentes antifingicos de fluoropirimidina,
tiene una fuerte actividad antifungica y es util en el tratamiento de infecciones flngicas producidas por patégenos
fungicos. Ademas, el método de tratamiento es util como un método excelente de tratamiento de infecciones
fungicas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una curva de supervivencia para los resultados del uso de FLCZ junto con el compuesto de ensayo
(Ejemplo de ensayo 2). Los circulos negros indican los resultados para el grupo al que no se le administré ningun
agente, los cuadrados negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,25 mg/kg de FLCZ;
los rombos negros indican los resultados del grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del compuesto de
ensayo; y los triangulos negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del
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compuesto de ensayo y 0,25 mg/kg de FLCZ;

la Figura 2 es una curva de supervivencia para los resultados del uso de AMPH-B junto con el compuesto de ensayo
(Ejemplo de ensayo 2). Los circulos negros indican los resultados para el grupo al que no se le administré ningun
agente; los cuadrados negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,1 mg/kg de AMPH-B;
los rombos negros indican los resultados del grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del compuesto de
ensayo; y los triangulos negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del
compuesto de ensayo y 0,1 mg/kg de AMPH-B; y

la Figura 3 es una curva de supervivencia para los resultados del uso de MCFG junto con el compuesto de ensayo
(Ejemplo de ensayo 2). Los circulos negros indican los resultados para el grupo al que no se le administré ningin
agente; los cuadrados negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,25 mg/kg de MCFG;
los rombos negros indican los resultados del grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del compuesto de
ensayo; y los triangulos negros indican los resultados para el grupo al que se le administraron 0,0313 mg/kg del
compuesto de ensayo y 0,25 mg/kg de de MCFG.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en un método de tratamiento de infecciones flngicas, que comprende
un derivado de arilamidina o una sal del mismo, representado por la férmula general:

R o

en la que R’ representa un grupo amidino; y R? y R® representan un atomo de hidrégeno; y uno o mas agentes
seleccionados de agentes antifungicos de triazol, anfotericina B, micafungina, tracolimus, ketaconazol y flucitosina.

2. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que los agentes antifungicos
de triazol son fluconazol, voriconazol o itraconazol.

3. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que la infeccién fangica se
produce por un patdgeno fungico seleccionado entre Candida, Cryptococcus, Aspergillus y Malassezia.

4. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o0 2, en la que la infeccion fungica se
produce por un patdégeno fungico seleccionado entre Candida, Cryptococcus, Aspergillus.

5. Un derivado de arilamidina o una sal del mismo, representado por la siguiente férmula general:

R (o]

3
R R

en la que R representa un grupo amidino; y R? y R® representan un atomo de hidrégeno; para su uso en
combinacion con uno o mas agentes seleccionados entre agentes antifingicos de triazol, anfotericina B,
micafungina, tracolimus, ketoconazol y flucitosina, en el tratamiento de infecciones fungicas producidas por
patégenos fungicos.

6. Un derivado de arilamidina o una sal del mismo como se define en la reivindicacion 5, para su uso como se define
en la reivindicacién 5, en el que los agentes antifungicos de triazol son fluconazol, voriconazol o itraconazol.

7. Un derivado de arilamidina o una sal del mismo como se define en la reivindicaciéon 5 o 6, para su uso como se
define en la reivindicacion 5 o 6, en el que las infecciones flngicas se producen por patdégenos fungicos
seleccionados entre Candida, Cryptococcus, Aspergillus y Malassezia.

8. Un derivado de arilamidina o una sal del mismo como se define en la reivindicaciéon 5 o 6, para su uso como se

define en la reivindicacion 5 o 6, en el que las infecciones fungicas se producen por patégenos fungicos
seleccionados entre Candida, Cryptococcus y Aspergillus.

13
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FIG. 1

COMPUESTO DE ENSAYQ + FLCZ
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FIG. 3

COMPUESTO DE ENSAYO + MCFG
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