ES 2375730 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@Namero de publicacion: 2 375 730
@Int. Cl.
CO7D 498/18 (2006.01)
A61K 31/435 (2006.01)
C07D 311/00 (2006.01)
C07D 273/00 (2006.01)
CO07D 221/00 (2006.01)

® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Nimero de solicitud europea: 06026307 .6
Fecha de presentacion: 14.04.1995

Numero de publicacion de la solicitud: 1760083
Fecha de publicacion de la solicitud: 07.03.2007

T3

Tl'tulo: HIDROXIESTERES DE RAPAMICINA, PROCEDIMIENTO PARA SU PREPARACION Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN.

Prioridad:

18.04.1994 US 229261

Fecha de publicacion de la mencién BOPI:
05.03.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

05.03.2012

@ Titular/es:

WYETH LLC
FIVE GIRALDA FARMS
MADISON, NJ 07940, US

@ Inventor/es:

Skotnicki, Jerauld Stanley;
Leone, Christina Louise y
Schiehser, Guy Alan

Agente: Carpintero Lépez, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

ES 2375730 T3

DESCRIPCION
Hidroxiésteres de rapamicina, procedimiento para su preparacién y composiciones farmacéuticas que los contienen

Antecedentes de la invencién

La presente invencion se refiere a hidroxiésteres de rapamicina y a un procedimiento para usarlos para inducir
inmunodepresion, y en el tratamiento de rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades de inflamacién, de leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, tumores sdélidos,
infecciones fungicas y trastornos vasculares hiperproliferativos.

La rapamicina es un antibiético de trieno macrociclico producido por Streptomyces hygroscopicus, que se encontrd
que tenia actividad antifiingica, en particular contra Candida albicans, tanto in vitro como in vivo [C. Vezina et al., J.
Antibiot. 28, 721 (1975); S.N. Sehgal et al., J. Antibiot. 28, 727 (1975); H. A. Baker et al., J. Antibiot. 31, 539 (1978);
patente de los EE. UU. n.° 3.929.992; y patente de los EE. UU. n.° 3.993.749].

La rapamicina sola (patente de los EE. UU. n.° 4.885.171) o en combinacion con picibanil (patente de los EE. UU. n.°
4.401.653) ha demostrado que tiene actividad antitumoral. R. Martel et al. [Puede. J. Physiol. Pharmacol. 55, 48
(1977)] dieron a conocer que la rapamicina es eficaz en el modelo de encefalomielitis alérgica experimental, un modelo
para la esclerosis multiple; en el modelo de artritis coadyuvante, un modelo para la artritis reumatoide; e inhibio
eficazmente la formacion de anticuerpos similares a IgE.

Los efectos inmunodepresores de la rapamicina se han dado a conocer en FASEB 3, 3411 (1989). La ciclosporina Ay
FK-506, otras moléculas macrociclicas, también han demostrado que son eficaces como agentes inmunodepresores,
tiles por lo tanto en la prevencion de rechazo de trasplante [FASEB 3, 3411 (1989); FASEB 3, 5256 (1989); R. Y.
Calne et al., Lancet 1183 (1978); y patente de los EE. UU. n.° 5.100.899].

La rapamicina también ha demostrado que es (til en la prevencién o en el tratamiento de lupus eritematoso sistémico
[patente de los EE. UU. n.° 5.078.999], inflamacién pulmonar [patente de los EE. UU. n.° 5.080.899], diabetes mellitus
dependiente de insulina [Fifth Int. Conf. Inflammm. Res. Assoc. 121 (Abstract), (1990)], proliferacién de las células de
musculo liso y engrosamiento de la intima después de dafio vascular [Morris, R. J. Heart Lung Transplant 11 (pt. 2):
197 (1992)] leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos [solicitud de patente europea n.° 525.960 Al] e inflamacion
ocular [solicitud de patente europea n.° 532.862 Al].

Los derivados mono- y diacilados de rapamicina (esterificada en las posiciones 28 y 43) han demostrado que son Utiles
como agentes antifiingicos (patente de los EE. UU. n.° 4.316.885) y se han usado para preparar profarmacos de
aminoacilo solubles en agua de rapamicina (patente de los EE. UU. n.° 4.650.803). Los ésteres de acido carboxilico de
rapamicina se dan en el documento WO 92/05179. Recientemente, se ha cambiado a convencién de numeracion para
rapamicina; por lo tanto, de acuerdo con la nomenclatura de Chemical Abstracts, los ésteres descritos anteriormente
estarian en las posiciones 31y 42.

Descripcion de la invencién

La presente invencion proporciona derivados de rapamicina que son Utiles como agentes inmunodepresores,
antiinflamatorios, antifingicos, antiproliferativos y antitumorales, que tienen la estructura
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en la que R* es hidrégeno o -COCR’R®R’ y R? es -COCR'R°R?;

R? y R* son cada uno, independientemente, hidrogeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos
de carbono, alquinilo de 2-7 atomos de carbono, trifluorometilo, o -F;

R’ es hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7 atomos de
carbono, -(CR’R*){OR", -CF3, -F;

R®y R? son cada uno, independientemente, hidrégeno, alquilo de 1-6 &tomos de carbono, -(CR’R*)OR™, 0o R®y R®
se pueden tomar conjuntamente formando X;

R es hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7 atomos
de carbono, tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililo, tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililetilo, trifenilmetilo,
bencilo, alcoximetilo de 2-7 atomos de carbono, tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililetoximetilo, cloroetilo o
tetrahidropiranilo;

X es 5-(2,2-di-(alquilo de 1-6 atomos de carbono))[1,3]dioxanilo, 5-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 atomos de
carbono))[1,3]dioxanilo, 4-(2,2-di-(alquilo de 1-6 atomos de carbono))[1,3]-dioxanilo, 4-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8
atomos de carbono))[1,3] dioxanilo, 4-(2,2-di-(alquilo de 1-6 atomos de carbono))[1,3]dioxalanilo o
4-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 atomos de carbono))[1,3] dioxalanilo;

y
f=0-6

con la condicién de que R o bien R? contenga al menos un -(CR’R*OR™ o X, 0 una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables son aquellas derivadas de dichos cationes inorganicos, tales como sodio,
potasio y similares; y bases organicas tales como: mono-, di- y trialquil aminas de 1-6 atomos de carbono, por grupo
alquilo y mono-, di- y trihidroxialquil aminas de 1-6 a&tomos de carbono por grupo alquilo, y similares.

Los términos alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, y alquinilo de 2-7 atomos de
carbono, incluyen tanto cadena lineal como cadenas de carbono ramificadas. Como los compuestos de esta invencién
pueden contener mas de un grupo -(CR*R*OR", R®, R?, fy R' pueden ser iguales o diferentes. De forma similar,
cuando se repiten otras descripciones de sustituyentes genéricas en la misma estructura, éstos pueden ser iguales o
diferentes.

Para un compuesto en el que R! contiene R® y R’ tomados conjuntamente formando X, en el que X es 5-(2,2-di-(alquilo
de 1-6 atomos de carbono))[1,3] dioxanilo, el grupo alquilo de X contiene 1 atomo de carbono, y R' tendra la siguiente

estructura.
O CHj
- CO ><
CH;

R? o

De forma similar, para un compuesto en el que R! contiene R® y R’ tomados conjuntamente formando X, en el que X es
4-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 atomos de carbono))[1,3] dioxanilo, el grupo cicloalquilo de X contiene 6 atomos de
carbono, yd =0, R tendria la siguiente estructura.

-CO ' [0

Para compuestos que contienen X, los compuestos preferidos incluyen aquellos en los que el grupo alquilo de X, si
esta presente, es metilo y el grupo cicloalquilo de X, si esta presente, es ciclohexilo.
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Cuando R™ no es hidrégeno, alquilo, alquenilo ni alquinilo, se desea que R sea un grupo que pueda servir como un
grupo protector de alcohol. Asi, estos grupos son intermedios de compuestos hidroxilados libres, ademas de ser
biolbgicamente activos por si mismos. R' cubre los grupos tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililo, tri-(alquilo de
1-6 atomos de carbono)sililetilo, trifenilmetilo, bencilo, alcoximetilo de 2-7 &tomos de carbono, tri-(alquilo de 1-6 atomos
de carbono)sililetoximetilo, cloroetilo y tetrahidropiranilo. Los expertos en la técnica conocen otros grupos protectores
de alcohol y también se consideran parte de esta invencion.

Los compuestos de esta invencion que tienen el grupo éster -COCR'R®R en las posiciones 31, 42 se pueden preparar
por acilacion de la rapamicina usando acidos hidroxi y polihidroxi protegidos, acidos alcoxi o polialcoxi carboxilicos que
se han activado, seguido de la retirada de los grupos protectores de alcohol, si asi se desea. En la técnica se conocen
varios procedimientos para la activacion de carboxilato, pero los procedimientos preferidos utilizan carbodiimidas,
anhidridos mixtos, o cloruros de acido. Por ejemplo, un acido carboxilico apropiadamente sustituido se puede activar
como un anhidrido mixto, con un grupo de acilacién tal como cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo. El Tratamiento de
rapamicina con el anhidrido mixto bajo condicion levemente basica proporciona los compuestos deseados. De forma
alternativa, la reaccion de acilacion se puede llevar a cabo con clorhidrato de
1-(3-dimetilamino-propil)-3-etilcarbodiimida y dimetilaminopiridina. Las mezclas de ésteres 42 y 31, 42 se pueden
separar por cromatografia.

En consecuencia, la invencién también proporciona un procedimiento para preparar los compuestos de rapamicina de
esta invencion. En concreto, esta invencién proporciona un procedimiento para preparar hidroxi ésteres de rapamicina
que incluyen los de la formula I, como se define anteriormente, que comprende:

a) acilar rapamicina con un agente de acilacion;
o]
b) acilar secuencialmente rapamicina con dos agentes de acilacion;
seleccionando dicho(s) agente(s) de acilacién a partir de acidos de formula
HO-COCR'R®R’® (I

0 un derivado reactivo de los mismos, en la que R’-R? son como se definen anteriormente con la condicion de que los
grupos hidroxilo libres estén protegidos; protegiendo si se desea la posicién 42 de rapamicina con un grupo protector
adecuado y retirando después de la reaccién cualquier grupo protector presente, segun se requiera.

La reaccion se puede llevar a cabo en presencia de un reactivo de acoplamiento, tal como un reactivo de acoplamiento
de carbodiimida adecuadamente sustituido. Los compuestos anteriormente mencionados de esta invencién también
se pueden preparar por acilacion usando derivados reactivos del acido de formula Il, tales como un anhidrido, un
anhidrido mixto, o un haluro de acido tal como el cloruro.

Los compuestos de 31-éster-42-hidroxi de esta invencion se pueden preparar protegiendo el alcohol 42 de rapamicina
con un grupo protector, tal como con un grupo terc-butil dimetilsilil, seguido de la esterificacidn de la posicion 31 por los
procedimientos descritos anteriormente. La preparacion de 42-silil éteres de rapamicina se describe en la patente de
los EE. UU. n.° B1 5.120.842, que se incorpora en el presente documento por referencia. La retirada del grupo
protector proporciona los compuestos esterificados en la posicion 31. En el caso del grupo protector terc-butil
dimetilsilil, la desproteccién se puede llevar a cabo bajo condiciones levemente acidas, tal como acido acético / agua /
THF. El procedimiento de desproteccion se describe en el ejemplo 15 de la patente de los EE. UU. 5.118.678, que se
incorpora en el presente documento por referencia

Con la posicion 31 esterificada y la posicion 42 desprotegida, la posiciéon 42 se puede esterificar usando un agente de
acilacién diferente del que se hace reaccionar con el alcohol 31, para dar compuestos que tienen ésteres diferentes en
las posiciones 31 y 42. De forma alternativa, los compuestos esterificados en la posicion 42, preparados como se
describe anteriormente, se pueden hacer reaccionar con un agente de acilacion diferente para proporcionar
compuestos que tienen ésteres diferentes en las posiciones 31y 42.

La actividad inmunodepresora para los compuestos representativos de esta invencion se evalué en un procedimiento
de prueba farmacoldgico estandar in vitro para medir la inhibicion de la proliferacién de linfocitos (LAF) y en dos
procedimientos de prueba farmacolégica estandar in vivo. El procedimiento de prueba de injerto de piel de pellizco
mide la actividad inmunodepresora del compuesto sometido a prueba asi como la capacidad del compuesto sometido
a prueba para inhibir o tratar el rechazo del trasplante. El procedimiento de prueba farmacoldgica estandar de artritis
coadyuvante, que mide la capacidad del compuesto sometido a prueba para inhibir la inflamacién mediada por el
sistema inmunitario. El procedimiento de prueba de artritis coadyuvante es un procedimiento de prueba farmacoldgica
estandar para la artritis reumatoide. Los procedimientos para estos procedimientos de prueba farmacoldgica estandar
se proporcionan a continuacion.

El procedimiento de proliferacion de timocitos inducida por comitégenos (LAF) se us6 como una medida in vitro de los
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efectos inmunodepresores de los compuestos representativos. En resumen, las células del timo de ratones BALB/c
normales se cultivan durante 72 horas con PHA e IL-1 y se sometieron a pulsos con timidina tritiada durante las dltimas
seis horas. Las células se cultivan con y sin diferentes concentraciones de rapamicina, ciclosporina A o compuesto de
prueba. Las células se cosechan y se determina la radiactividad incorporada. La inhibicién de la linfoproliferacion se
evalla como el cambio en porcentaje en los recuentos por minuto de controles no tratados con farmaco. Para cada
compuesto evaluado, también se evalu6 la rapamicina con el propésito de comparacion, Se obtuvo una Clsg para cada
compuesto de prueba asi como para rapamicina. Cuando se evalu6 como un comparador para los compuestos
representativos de esta invencion, la rapamicina tuvo una Clso que oscilaba desde 0,6 - 1,5 nM. Los resultados
obtenidos se proporcionan como una Clsp y como el porcentaje de inhibicidn de proliferacion de linfocitos T a 0,1 pM.
Los resultados obtenidos para los compuestos representativos de esta invencion también se expresan como una
proporcidon en comparacién con rapamicina. Una proporcion positiva indica actividad inmunodepresora. Una
proporcion de mas de 1 indica que el compuesto de prueba inhibi6 la proliferacién de timocitos en mayor medida que
rapamicina. El célculo de la proporcién se muestra a continuacion.

Clso de rapamicina

Clso de compuesto de prueba

Los compuestos representativos de esta invencién también se evaluaron en un procedimiento de prueba in vivo
disefiado para determinar el tiempo de supervivencia de injerto de piel de pellizco de donantes BALB/c machos
trasplantados a receptores CsH(H-2K) machos. El procedimiento se adapta de Billingham R.E. y Medawar P.B., J. Exp.
Biol. 28:385-402, (1951). En resumen, un injerto de piel de pellizco del donante se injert6 sobre el dorso del receptor
como un aloinjerto, y se usO un isoinjerto como control en la misma region. Los receptores se trataron con
concentraciones variables de los compuestos de prueba por via intraperitoneal o bien por via oral. Se usé rapamicina
como control de prueba. Los receptores no tratados sirven como control del rechazo. El injerto se monitorizé
diariamente y se registraron las observaciones hasta que el injerto se volvid seco y se formé una contra ennegrecida.
Esto se consider6 como el dia de rechazo. El tiempo de supervivencia de injerto medio (nUmero de dias + D.E.) del
grupo de tratamiento con farmaco se comparo con el grupo de control. La tabla siguiente muestra los resultados que se
obtuvieron. Los resultados se expresan como el tiempo de supervivencia medio en dias. Los injertos de piel de pellizco
no tratados (control) se rechazan normalmente dentro de 6-7 dias. Los compuestos se sometieron a prueba usando
una dosis de 4 mg/kg.

El procedimiento de prueba farmacoloégica estandar de artritis coadyuvante mide la capacidad de los compuestos de
prueba para prevenir la inflamacién mediada por el sistema inmunitario e inhibir o tratar la artritis reumatoide. Lo
siguiente describe brevemente el procedimiento de prueba usado. Se traté previamente un grupo de ratas (ratas de
Lewis y Wistar endogamicas macho) con el compuesto que se va a probar (1 h antes del antigeno) y después se
inyectaron con coadyuvante completo de Freud (FCA) en la pata trasera derecha para inducir artritis. Después, se
dosifican por via oral las ratas con una pauta de administracion de lunes, miércoles, viernes desde el dia 0-14 durante
un total de 7 dosis. Se miden ambas patas traseras los dias 16, 23 y 30. Se determina la diferencia en el volumen de la
pata (ml) del dia 16 al dia O y se obtiene un cambio en porcentaje frente al control. La inflamacién de la pata trasera
izquierda (pata no inyectada) esta provocada por inflamacién mediada por linfocitos T y se registra en la tabla anterior
(% de cambio frente al control). La inflamacién de la pata trasera derecha, por otra parte, esta provocada por una
inflamacién no especifica. Se sometieron a prueba los compuestos a una dosis de 5 mg/kg. Los resultados se
expresan como el cambio en porcentaje en la pata no inyectada el dia 16 frente al control; cuanto mas negativo sea el
cambio en porcentaje, mas potente es el compuesto. La rapamicina proporciond entre un -70 % y -90 % de cambio
frente al control, lo que indica que las ratas tratadas con rapamicina tuvieron entre un 70-90 % menos inflamacion
inducida por el sistema inmunitario que las ratas de control.

Los resultados obtenidos en estos procedimientos de prueba farmacolégica estandar se proporcionan siguiendo el
procedimiento para preparar los compuestos especificos que se probaron.

Los resultados de estos procedimientos de prueba farmacoldgica estandar demuestran la actividad inmunosupresora
tanto in vitro como in vivo para los compuestos de esta invencion. Los resultados obtenidos en el procedimiento de
prueba de LAF indican la supresion de proliferacion de linfocitos T, demostrando de este modo la actividad
inmunosupresora de los compuestos de esta invencion. La demostracién adicional de la utilidad de los compuestos de
esta invencion como agentes inmunosupresores se demostro por los resultados obtenidos en los procedimientos de
prueba farmacolégica estandar de injerto de piel y artritis coadyuvante. Adicionalmente, los resultados obtenidos en el
procedimiento de prueba de injerto de piel demuestran ademas la capacidad de los compuestos de esta invencion para
tratar o inhibir el rechazo de trasplante. Los resultados obtenidos en el procedimiento de prueba farmacolégica
estandar de artritis coadyuvante demuestran ademas la capacidad de los compuestos de esta invencion para tratar o
inhibir la artritis reumatoide.

En base a los resultados de estos procedimientos de prueba farmacolégica estandar, los compuestos son Utiles en el
tratamiento o la inhibicién de rechazo de trasplante, tal como aloinjertos de rifién, corazén, higado, pulmén, médula
Osea, pancreas (islotes pancreaticos), cérnea, intestino delgado y piel, y xenoinjertos de valvulas cardiacas; en el
tratamiento o la inhibicién de enfermedades autoinmunitarias tales como lupus, artritis reumatoide, diabetes mellitus,
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miastenia gravis, y esclerosis multiple; y enfermedades de inflamacion tales como psoriasis, dermatitis, eccema,
seborrea, enfermedad inflamatoria intestinal, inflamacién pulmonar (incluyendo asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, enfisema, sindrome de dificultad respiratoria aguda, bronquitis y similares), y uveitis del ojo.

Debido al perfil de actividad obtenido, los compuestos de esta invencidon también se considera que tienen actividades
antitumorales, antifingicas, y actividades antiproliferativas. Por lo tanto, los compuestos de esta invencion también son
utiles en el tratamiento de tumores sdlidos, leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, infecciones flngicas y
enfermedades vasculares hiperproliferativas, tales como reestenosis y aterosclerosis. Cuando se usa para
reestenosis, se prefiere que los compuestos de esta invencidn se usen para tratar la reestenosis que se produce
después de un procedimiento de angioplastia. Cuando se usa para este propésito, los compuestos de esta invencién
se pueden administrar antes del procedimiento, durante el procedimiento, después del procedimiento, o cualquier
combinacion de los anteriores.

Cuando se administra para el tratamiento o la inhibicion de los estados de enfermedad anteriores, los compuestos de
esta invencién se pueden administrar a un mamifero por via oral, parenteral, intranasal, intrabronquial, transdérmica,
tépica, intravaginal o rectal.

Se contempla que cuando los compuestos de esta invencién se usan como un agente inmunosupresor o
antiinflamatorio, se pueden administrar conjuntamente con uno o mas de otros agentes inmunorreguladores. Otros
agentes inmunorreguladores incluyen, pero no se limitan a azatioprina, corticosteroides, tales como prednisona y
metilprednisolona, ciclofosfamida, rapamicina, ciclosporina A, FK-506, OKT-3 y ATG. Combinando los compuestos de
esta invencidn con dichos otros farmacos o agentes para inducir inmunosupresion o tratar afecciones inflamatorias, se
requieren las menores cantidades de cada uno de los agentes para lograr el efecto deseado. Se establecio la base
para este tratamiento de combinacién por Stepkowski, cuyos resultados mostraron que el uso de una combinacion de
la rapamicina y ciclosporina A en dosis subterapéuticas prolongaba significativamente el tiempo de supervivencia de
aloinjertos de corazon. [Transplantation Proc. 23: 507 (1991)].

Los compuestos de esta invencién se pueden formular puros o con un vehiculo farmacéutico a un mamifero que lo
necesite. El vehiculo farmacéutico puede ser sélido o liquido. Cuando se formulan por via oral, se ha encontrado que
un 0,01% de Tween 80 en PHOSAL PG-50 (concentrado de fosfolipido con 1,2-propilenglicol, A. Nattermann y Cie.
GmbH) proporciona una formulacion oral aceptable.

Un vehiculo soélido puede incluir una o mas sustancias que también pueden actuar como agentes aromatizantes,
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspension, cargas, deslizantes, coadyuvantes de compresion, aglutinantes o
agentes disgregantes de comprimidos; también puede ser un material encapsulante. En polvos, el vehiculo es un
sélido finamente dividido que esta mezclado con el ingrediente activo finamente dividido. En comprimidos, el
ingrediente activo se mezcla con un vehiculo que tiene las propiedades de compresion necesarias en proporciones
adecuadas y se compacta en la forma y el tamafio deseados. Los polvos y los comprimidos contienen preferentemente
hasta un 99% del ingrediente activo. Los vehiculos sélidos adecuados incluyen, por ejemplo, fosfato de calcio,
estearato de magnesio, talco, azUcares, lactosa, dextrina, almidén, gelatina, celulosa, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio, polivinilpirrolidina, ceras de bajo punto de fusion y resinas de intercambio i6nico.

Se usan vehiculos liquidos para preparar soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y composiciones
presurizadas. El ingrediente activo se puede disolver o suspender en un vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable
tal como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos o aceites o0 grasas farmacéuticamente aceptables. El
vehiculo liquido puede contener otros aditivos farmacéuticamente adecuados, tales como solubilizantes,
emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes de suspension, agentes
espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmorreguladores. Los ejemplos adecuados de
vehiculos liquidos para administracion oral y parenteral incluyen agua (que contiene parcialmente aditivos como los
anteriores, por ejemplo, derivados de celulosa, preferentemente solucion de carboximetilcelulosa de sodio), alcoholes
(incluidos alcoholes monohidricos y alcoholes polihidricos, por ejemplo glicoles) y sus derivados, y aceites (por
ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). Para administracion parenteral, el vehiculo también puede
ser un éster oleoso, tal como oleato de etilo y miristato de isopropilo. En composiciones estériles para administracion
parenteral en forma liquida son utiles los vehiculos liquidos estériles. El vehiculo liquido para composiciones
presurizadas puede ser hidrocarburo halogenado u otro propelente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles se pueden usar, por ejemplo,
por inyeccion intramuscular, intraperitoneal o subcutanea. Las soluciones estériles también se pueden administrar por
via intravenosa. El compuesto también se puede administrar por via oral en una forma de composicion liquida o bien
sélida.

Los compuestos de esta invencién se pueden administrar por via rectal en forma de un supositorio convencional. Para
administracion por inhalacion o insuflacién intranasal o intrabronquial, los compuestos de esta invencién se pueden
formular en una solucién acuosa o parcialmente acuosa que después se puede utilizar en forma de un aerosol. Los
compuestos de esta invencion también se pueden administrar por via transdérmica mediante el uso de un parche
transdérmico que contiene el compuesto activo y un vehiculo que es inerte al compuesto activo, no es toxico para la
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piel y permite la administracion del agente por absorcion sistémica en el torrente sanguineo a través de la piel. El
vehiculo puede tomar muchas formas, tales como cremas y pomadas, pastas, geles y dispositivos oclusivos. Las
cremas y pomadas pueden ser liquidos viscosos o emulsiones semisélidas de tipo aceite en agua o bien de agua en
aceite. También pueden ser adecuadas pastas que comprenden polvos absorbentes dispersados en petroleo o
petréleo hidrdéfilo que contienen el ingrediente activo. Se puede usar una variedad de dispositivos oclusivos para liberar
el ingrediente activo en el torrente sanguineo, tales como una membrana semipermeable que cubre un depdésito que
contiene el ingrediente activo con o sin un vehiculo o0 una matriz que contiene el ingrediente activo. Se conocen otros
dispositivos oclusivos en la literatura.

Ademas, los compuestos de esta invencion se pueden emplear en forma de solucién, crema o locion por formulacion
con vehiculos farmacéuticamente aceptables que contienen un 0,1 — 5 por ciento, preferentemente un 2%, de
compuesto activo que se pueden administrar a una zona afectada de forma flngica.

Los requerimientos de dosificacion varian con las composiciones particulares empleadas, la via de administracion, la
gravedad de los sintomas presentados y el sujeto particular que se esta tratando. En base a los resultados obtenidos
en los procedimientos de prueba farmacoldgica estandar, las dosificaciones planeadas diariamente del compuesto
activo serian de 0,1 pg/kg - 100 mg/kg, preferentemente entre 0,001 - 25 mg/kg, y mas preferentemente entre 0,01 - 5
mg/kg. En general, el tratamiento se iniciara con dosis pequefias inferiores a la dosis Optima del compuesto.
Posteriormente la dosificacién se incrementa hasta que se logra el efecto 6ptimo en las circunstancias; las
dosificaciones precisas para administracion oral, parenteral, nasal o intrabronquial se determinaran por el médico
administrador de acuerdo con la experiencia con el sujeto individual tratado. Preferentemente, la composicién
farmacéutica esta en forma de dosis unitaria, por ejemplo, comprimidos o capsulas. En esta forma, la composicion se
subdivide en una dosis unitaria que contiene las cantidades apropiadas del ingrediente activo; las formas de
dosificacion unitaria pueden ser composiciones envasadas, por ejemplo, polvos envasados, viales, ampollas,
jeringuillas precargadas o sobrecitos que contienen liquidos. La forma de dosificacion unitaria puede ser, por ejemplo,
una capsula o comprimido en si mismo, o puede ser el nimero apropiado de cualquiera de tales composiciones en
forma de envase.

Los siguientes ejemplos ilustran la preparacion y las actividades bioldégicas de compuestos representativos de esta
invencion. El ejemplo 1A es un ejemplo de referencia.

Ejemplo 1

31,42-diéster de rapamicina con &cido 2,2-dimetil[1,3]dioxalano-4-carboxilico

Se afiadié cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo (0,56 ml, 3,61 mmol) por medio de una jeringuilla a una solucién de
isopropiliden cetal del &cido 2,3-dihidroxipropionico (0,527 g, 3,61 mmol) y trietilamina (0,50 ml, 3,61 mmol) en 10 ml de
THF a 0 °C en nitrégeno. Se agitd la mezcla 4 h a temperatura ambiente. Se retird el precipitado blanco por filtracién a
vacio y se concentrd el filtrado con una corriente de nitrégeno y bafio de agua templada. Se disolvio el residuo en 15 ml
de benceno y rapamicina (3,00 g, 3,28 mmol), después se afiadio6 DMAP (0,441 g, 3,61 mmol) y se agit6 la mezcla
durante toda una noche a temperatura ambiente. Se diluyé la mezcla con EtOAc, se lavé con HCI (ac) 1N frio, solucién
saturada de NaHCOs; (ac) y salmuera, se sec6 sobre MgSQy, se filtré y se concentré hasta una espuma amarilla.
Cromatografia ultrarrapida en gel de silice (elucion por gradiente: 50-60-75-100 % de EtOAc-hexano, 4X con un 65%
de EtOAc-hexano) proporcion6 el compuesto del titulo y 42-éster de rapamicina con acido
2,2-dimetil[1,3]dioxalano-4-carboxilico. El compuesto del titulo de 31,42-diéster menos polar (0,415 g) se eluyd en
primer lugar y el 42-monoéster mas polar (0,601 g, 16%) se eluyd en segundo lugar, y se aislaron como sélido blanco.

(-)FAB-EM m/z 1169,6 (M.

RMN de *H (400 MHz, d-6 DMSO0) & 5,3 (m, 1 H, C(31)H), 4,6 (m, 1 H, C(42)H), 4,6 (m, 2 H), 4,19 (t, 1 H), 4,13 (t, 1 H),
3,9 (m, 2 H), 1,36 (s, 3 H), 1,33 (s, 3 H), 1,30 (s, 3 H), 1,28 (s, 3 H).

RMN de *C (200,6 MHz, d-6 DMSO) & 170,5, 169,2, 110,3, 110,2, 73,4, 66,6, 66,5, 25,8, 25,7, 25,4, 25,1.
Resultados obtenidos en procedimientos de prueba farmacoldgica estandar:

LAF Clso: 1,30 nM

Proporcion de LAF: 0,5
Ejemplo de referencia 1A

42-éster de rapamicina con acido 2,3-dihidroxipropiénico

Se agité una solucidon del subproducto de 42-monoéster del ejemplo 1 (351 mg, 0,34 mmol) en 10 ml de THF y 10 ml de
HCI 1N a temperatura ambiente durante 6 h. Se diluyé la mezcla con EtOAc, se lavé con solucion saturada de NaHCO3
y salmuera, se secd sobre MgSQa, se filtré y se concentrd a un aceite. La cromatografia ultrarrapida (1X con EtOAc, 1X
con un 10% de MeOH-CHClz, 1X con un 5% de MeOH-EtOAc) proporciono el compuesto del titulo (78 mg, 23 %)
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como un sélido blanco. (-)FAB-MS m/z 1001,2 (M-), 590,2 (fragmento sur), 409,1 (fragmento norte).
RMN de *H (400 MHz, d-6 DMSO) & 4,5 (m, 1 H, C(42)H), 3,60 (m, 1 H), 3,45 (m, 2 H).
Resultados obtenidos en procedimientos de prueba farmacoldgica estandar:
LAF Clso: 1,4 nM
Proporcion de LAF: 0,40
Ejemplo 2

31,42-diéster de rapamicina con acido 3-metil-1,5-dioxa-espiro[5,5]undecano-3-carboxilico

Se afiadi6 cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo (0,16 ml, 1,0 mmol) por medio de una jeringuilla a una solucion de
ciclohexiliden cetal del acido 2,3-dihidroxipropiénico (0,214 g, 1,0 mmol) y trietilamina (0,14 ml, 1,0 mmol) en 2,5 ml de
THF a 0 °C en nitrégeno. Se agitd la mezcla 4 h a temperatura ambiente. Se retird el precipitado blanco por filtracién a
vacio y se concentro el filtrado con una corriente de nitrégeno y bafio de agua templada. Se disolvio el residuo en 3 ml
de benceno y rapamicina (0,457 g, 0,5 mmol), después se afiadio DMAP (0,061 g, 0,5 mmol) y se agité la mezcla
durante toda una noche a temperatura ambiente. Se diluyé la mezcla con EtOAc, se lavé con HCI (ac) 1N frio, solucién
saturada de NaHCOs3 (ac) y salmuera, se secé sobre MgSQOy, se filtrd y se concentré hasta una espuma amarilla. La
cromatografia ultrarrapida en gel de silice (45-50 % de EtOAc-hexano) proporcion6 el compuesto del titulo y 42-éster
de rapamicina con acido 3-metil-1,5-dioxa-espiro[5,5]undecano-3-carboxilico. EI compuesto del titulo de 31,42-diéster
(0,168 g, 26 %) se eluyd en primer lugar y el 42-monoéster mas polar (0,301 g, 52 %) se eluy6 en segundo lugar, y se
aislaron los productos como sélidos blanco.

(-)FAB-EM m/z 1305,6 (M-).

RMN de *H (400 MHz, d-6 DMS0) & 5,25 (m, 1 H, C(31)H), 4,55 (m, 1 H, C(42)H), 3,64-3,54 (m, 8 H), 1,05 (s, 3 H), 0,97
(s, 3 H). RMN de **C (100,6 MHz, d-6 DMSO) & 173,2, 172,1, 97,3, 97,2, 64,3, 64,2, 63,9.

Resultados obtenidos en procedimientos de prueba farmacolédgica estandar: LAF: inhibié la proliferacion de linfocitos T
enun 43 % a 0,1 yM.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la estructura

OR!

(1)

en la que R* es hidrégeno o -COCR’R®R’ y R? es -COCR’R°R?;

R? y R! son cada uno, independientemente, hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7
atomos de carbono, alquinilo de 2-7 atomos de carbono, trifluorometilo, o -F;

R’ es hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7
atomos de carbono, -(CR’R*)OR™, -CF3 o -F;

R®y R? son cada uno, independientemente, hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, -(CR*R*)0OR™, o R®
y R’ se pueden tomar conjuntamente formando X;

R es hidrégeno, alquilo de 1-6 atomos de carbono, alquenilo de 2-7 atomos de carbono, alquinilo de 2-7
atomos de carbono, tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililo, tri-(alquilo de 1-6 atomos de carbono)sililetilo,
trifenilmetilo, bencilo, alcoximetilo de 2-7 atomos de carbono, tri-(alquilo de 1-6 &atomos de
carbono)sililetoximetilo, cloroetilo, o tetrahidropiranilo; X es 5-(2,2-di-(alquilo de 1-6 &tomos de
carbono))[1,3]dioxanilo, 5-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 &tomos de carbono))[1,3] dioxanilo, 4-(2,2-di-(alquilo de
1-6 atomos de carbono))[1,3]dioxanilo, 4-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 atomos de carbono))[1,3]dioxanilo,
4-(2,2-di-(alquilo de 1-6 atomos de carbono))[1,3]dioxalanilo, o 4-(2-espiro(cicloalquilo de 3-8 atomos de
carbono))[1,3]dioxalanilo;

y
f=0-6

con la condicion de que R! o bien R? contenga al menos un -(CR’R*OR™ o X, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

El compuesto de la reivindicacion 1, que es 31,42-diéster de rapamicina con acido
2,2-dimetil[1,3]dioxalano-4-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de la reivindicacion 1, que es 31,42-diéster de rapamicina con &cido
3-metil-1,5-dioxa-espiro[5,5]undecano-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

. Uso de un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en la preparacion de un medicamento para tratar el rechazo de trasplante o la enfermedad de injerto contra
huésped en un mamifero.

. Uso de un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en la preparacion de un medicamento para tratar una infeccion fangica en un mamifero.

. Uso de un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
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en la preparacion de un medicamento para tratar la artritis reumatoide en un mamifero.

7. Uso de un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la preparacion de un medicamento para tratar la reestenosis en un mamifero.

8. Uso de un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la preparacion de un medicamento para tratar una inflamacién pulmonar en un mamifero.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéutico.

10. Un procedimiento para preparar hidroxi ésteres de férmula I, como se define en la reivindicacién 1, que comprende:
a) acilar rapamicina con un agente de acilacion;
o}

b) acilar secuencialmente rapamicina con dos agentes de acilacién; siendo seleccionando(s) dicho(s) agente(s)
de acilacion a partir de acidos de férmula

HO-COCR'R®R® (I

0 un derivado reactivo de los mismos, en el que R’-R® son como se definen en la reivindicacion 1, con la
condicion de que los grupos hidroxilo libres estén protegidos; protegiendo si se desea la posicion 42 de
rapamicina con un grupo protector adecuado y retirando después de la reaccion cualquier grupo protector
presente, segun se requiera.
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