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DESCRIPCION
Derivados 39-desmetoxi de rapamicina

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a nuevos derivados 39-desmetoxirrapamicina y a procedimientos para su
produccion.

También se describe en el presente documento el uso de estos derivados 39-desmetoxirrapamicina en el
tratamiento del cancer y/o de malignidades de las células B, en la induccion o el mantenimiento de la
inmunosupresion, en el tratamiento del rechazo de trasplantes, de la enfermedad del injerto contra el huésped, de
los trastornos autoinmunes, de las enfermedades inflamatorias, de la enfermedad vascular y de las enfermedades
fibridticas, en la estimulacion de la regeneracion neuronal o en el tratamiento de infecciones fungicas.

Antecedentes de la invencion

La rapamicina (sirolimus) (Figura 1) es un macrdlido lipofilico producido por Strepfomyces hygroscopicus NRRL
5491 (Sehgal y col., 1975; Vézina y col., 1975; U.S. 3.929.992; U.S. 3.993.749) con un resto 1,2,3-tricarbonilo unido
a una lactona de acido pipecodlico (Paiva y col., 1991). Para los fines de esta invencion, se describe la rapamicina
mediante la convencion de numeracion de McAlpine y col. (1991) con preferencia con respecto a las convenciones
de numeracion de Findlay y col. (1980) o Chemical Abstracts (11" Cumulative Index, 1982-1986 p60719CS).

La rapamicina tiene un valor farmacoldgico significativo debido al amplio espectro de actividades exhibidas por el
compuesto. La rapamicina muestra una moderada actividad antifingica, principalmente frente a especies de
Candida, pero también frente a hongos filamentosos (Baker y col., 1978; Sehgal y col., 1975; Vézina y col., 1975;
U.S. 3.929.992; U.S. 3.993.749). La rapamicina inhibe la proliferacion celular dirigiéndose a las rutas de transduccion
de sefial en una variedad de tipos celulares, por ejemplo inhibiendo las rutas de sefalizacion que permiten la
progresion de la fase G1 a la S del ciclo celular (Kuo y col., 1992). En los linfocitos T, la rapamicina inhibe la
sefalizacion desde el receptor IL-2 y la posterior autoproliferacion de los linfocitos T, para dar lugar a
inmunosupresion. Los efectos inhibitorios de la rapamicina no se limitan a los linfocitos T, ya que la rapamicina
inhibe la proliferacion de muchos tipos de células de mamiferos (Brunn y col., 1996). La rapamicina es, por lo tanto,
un potente inmunosupresor con aplicaciones terapéuticas establecidas o predichas en la prevencion del rechazo de
aloinjerto de 6rganos y en el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Kahan y col., 1991). La 40-O-(2-
hidroxi)etilrrapamicina (SDZ RAD, RAD 001, Certican, everolimus) es un analogo semisintético de la rapamicina que
muestra efectos farmacoldgicos inmunosupresores y esta también bajo investigacion como agente anticanceroso
(Sedrani, R. y col., 1998; Kirchner y col., 2000; U.S. 5.665.772, Boulay y col., 2004). Se obtuvo aprobacién para este
farmaco como inmunosupresor para Europa en 2003. El derivado éster de rapamicina CCI-779 (Wyeth-Ayerst)
inhibe el crecimiento celular in vifro e inhibe el crecimiento tumoral in vivo (Yu y col.,, 2001). CCI-779 esta
actualmente en pruebas clinicas de Fase Ill como potencial agente anticanceroso. El valor de la rapamicina en el
tratamiento de la psoriasis crénica en placas (Kirby y Griffiths, 2001), el uso potencial de efectos tales como la
estimulacion del crecimiento de las neuritas en células PC12 (Lyons y col., 1994), el bloqueo de las respuestas
proliferativas a las citoquinas por las células vasculares y musculares lisas después de una lesion mecanica
(Gregory y col., 1993) y su papel en la prevencion de la fibrosis de aloinjertos (Waller y Nicholson, 2001) son areas
de intensa investigacion (Kahan y Camardo, 2001). Recientes informes revelan que la rapamicina se asocia a una
menor incidencia de cancer en pacientes con aloinjertos de érganos que estan bajo terapia inmunosupresora a largo
plazo que en aquéllos que siguen otros regimenes inmunosupresores, y que esta reducida incidencia del cancer se
debe a inhibicién de la angiogénesis (Guba y col., 2002). Se ha reportado que las actividades neurotréficas de los
ligandos de inmunofilina son independientes de su actividad inmunosupresora (Steiner y col., 1997) y que se
promueve la estimulacion del crecimiento de los nervios por alteracion del complejo de los receptores de esteroides
maduros, como se sefiala en la solicitud de patente WO 01/03692. Se han descrito efectos colaterales, tales como
hiperlipemia y trombocitopenia, asi como potenciales efectos teratogénicos (Hentges y col., 2001; Kahan y Camardo,
2001).

El esqueleto de policétido de la rapamicina es sintetizado por condensacién de cabeza a cola de un total de siete
unidades de propionato y siete de acetato a una unidad iniciadora de acido ciclohexanocarboxilico derivada de
shikimato por las muy grandes proteinas multifuncionales que constituyen la policétido sintasa de Tipo | (rap PKS,
Paiva y col., 1991). El aminoacido derivado de L-lisina, acido pipecdlico, se condensa mediante una uniéon amida
sobre el Ultimo acetato del esqueleto de policétido (Paiva y col., 1993), seguido de lactonizacion para formar el
macrociclo.

Las secuencias nucleotidicas para cada uno de los tres genes PKS de rapamicina, el gen codificante de NRPS y las
secuencias de los genes tardios flanqueantes, y los correspondientes polipéptidos, fueron identificados por Aparicio
y col., 1996, y Schwecke y col., 1995, y se depositaron en el NCBI bajo el nimero de acceso X86780, y se han
publicado recientemente correcciones para esta secuencia en WO 04/007709.

El primer producto libre de enzima del grupo biosintético de la rapamicina ha sido designado como prerrapamicina
(WO 04/007709, Gregory y col., 2004). La produccién de la rapamicina totalmente procesada requiere un
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procesamiento adicional del nucleo del policétido/NRPS por las enzimas codificadas por los genes tardios de la
rapamicina, RapJ, RapN, RapO, RapM, RapQ y Rapl.

Se piensa que las acciones farmacoldgicas de la rapamicina caracterizadas hasta la fecha estan mediadas por la
interaccion con receptores citosolicos denominados FKBP. El principal receptor intracelular de rapamicina en
linfocitos T eucarioticos es FKBP12 (DiLella y Craig, 1991) y el complejo resultante interacciona especificamente con
proteinas diana para inhibir la cascada de transduccion de sefial de la célula.

Se ha identificado la diana del complejo rapamicina-FKBP12 en levaduras como TOR (“target of rapamycin”, diana
de la rapamicina) (Alarcon y col., 1999) y la proteina de mamiferos se conoce como FRAP ("FKBP-rapamycin
associated protein”, proteina asociada a FKBP-rapamicina) o mTOR ("mammalian target of rapamycin”, diana en
mamiferos de la rapamicina) (Brown y col., 1994).

Se ha descrito una conexion entre la sefalizacion mTOR vy la sintesis proteica localizada en neuronas; su efecto
sobre el estado de fosforilacion de las proteinas implicadas en el control de la traduccion; la abundancia de
componentes de la maquinaria de traduccion a los niveles de transcripcion y traduccion; el control de la actividad
permeasa de aminoacidos y la coordinacion de la transcripcion de muchas enzimas implicadas en rutas metabdlicas
(Raught y col., 2001). Las rutas de sefalizacion sensibles a la rapamicina también parecen tener un importante
papel en el desarrollo del cerebro embrionario, el aprendizaje y la formacién de la memoria (Tang y col., 2002). La
investigacion sobre proteinas TOR en levaduras también revel6 sus papeles en la modulacion de rutas de
sefializacion sensibles a nutrientes (Hardwick y col., 1999). De forma similar, se ha identificado a mTOR como una
diana directa para la accion de la proteina kinasa B (akt) y como poseedora de un papel clave en la sefializacion de
la insulina (Shepherd y col., 1998; Navé y col., 1999). También se ha implicado a la TOR de mamiferos en la
polarizacién del citoesqueleto de actina y la regulacion de la iniciacion de la traduccion (Alarcon y col., 1999). Las
fosfatidilinositol 3-kinasas, tales como la mTOR, son funcionales en varios aspectos de la patogenia de tumores,
tales como la progresion del ciclo celular, la adhesién, la supervivencia celular y la angiogénesis (Roymans y
Slegers, 2001).

Estudios farmacocinéticos de la rapamicina y de andlogos de la rapamicina han demostrado la necesidad de
desarrollar nuevos compuestos de rapamicina que puedan ser mas estables en solucién y mas resistentes al ataque
metabdlico, y/o que tengan una mejor permeabilidad a través de la membrana celular y un menor eflujo, y que, por lo
tanto, puedan exhibir una mejor biodisponibilidad oral.

Se ha indicado un rango de analogos de rapamicina sintetizados usando los sitios quimicamente disponibles de la
molécula. La descripcion de los siguientes compuestos fue adaptada al sistema de numeracion de la molécula la
rapamicina descrito en la Figura 1. Los sitios quimicamente disponibles sobre la molécula para derivatizacion o
substitucion incluyen los grupos hidroxilo C40 y C28 (por ejemplo, U.S. 5.665.772, U.S. 5.362.718), los grupos
metoxi C39 y C16 (por ejemplo, WO 96/41807, U.S. 5.728.710) y los grupos ceto C32, C26 y C9 (por ejemplo, U.S.
5.378.836, U.S. 5.138.051, U.S. 5.665.772). La hidrogenacion en C17, C19 y/o C21, dirigida al trieno, dio lugar a
retencion de actividad antifingica, pero a pérdida relativa de inmunosupresion (por ejemplo, U.S. 5.391.730, U.S.
5.023.262). Se han conseguido por derivatizacion mejoras significativas en la estabilidad de la molécula (por
ejemplo, formacion de oximas en C32, C40 y/o C28, U.S. 5.563.145, U.S. 5.446.048), resistencia al ataque
metabodlico (por ejemplo, U.S. 5.912.253), biodisponibilidad (por ejemplo, U.S. 5.221.670, U.S. 5.955.457, WO
98/04279) y produccion de profarmacos (por ejemplo, U.S. 6.015.815, U.S. 5.432.183).

Sin embargo, sigue necesitandose un mayor rango de derivados de rapamicina con mejor estabilidad metabdlica,
mejor permeabilidad a través de la membrana celular y/o menor velocidad de eflujo. Dichos derivados de rapamicina
tendrian una gran utilidad en el tratamiento de un amplio rango de afecciones. La presente invencién proporciona un
rango de derivados 39-desmetoxirrapamicina con mejor estabilidad metabdlica, mejor permeabilidad a través de la
membrana celular y/o menor velocidad de eflujo y/o un perfil inhibitorio celular diferente a la rapamicina. Dichos
compuestos son utiles en medicina, en particular para el tratamiento del cancer y/o de las malignidades de las
células B, la induccién o el mantenimiento de la inmunosupresion, el tratamiento del rechazo de trasplantes, de la
enfermedad del injerto contra el huésped, de trastornos autoinmunes, de enfermedades inflamatorias, de la
enfermedad vascular y de las enfermedades fibridticas, la estimulacion de la regeneracion neuronal o el tratamiento
de infecciones fungicas.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona derivados 39-desmetoxi de la rapamicina, procedimientos para la preparacion de
estos compuestos, inrtermediarios para los mismos y estos compuestos para uso en medicina.

Se desvelan en el presente documento derivados 39-desmetoxi de la rapamicina caracterizados por que la posicion
40-hidroxi esta derivatizada como un éster de acido carboxilico, como un éter, como un éster fosfato, como un éster
fosfinato, como un acetal o como un glicosilo.

Se pueden estudiar la estabilidad metabdlica, la permeabilidad a través de la membrana celular, el eflujo y la
biodisponibilidad de los compuestos de la invencién como se indica a continuacioén.
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Cuando se derivatiza la 39-desmetoxirrapamicina como un éster de acido carboxilico, como un éter o como un
acetal, el grupo derivatizador preferiblemente contiene no mas de 12 atomos de carbono (especialmente 7 o0 menos,
particularmente 5 o menos, atomos de carbono). Preferiblemente, contiene al menos un grupo funcional
(especialmente al menos dos grupos funcionales) seleccionado entre -CF,PO(OH),,-PO(OH),, -COOH, -OH y -NHa,
particularmente seleccionado entre -COOH y -OH, mas particularmente -OH.

Cuando se derivatiza la 39-desmetoxirrapamicina como un acetal derivado de un grupo glicosilo, preferiblemente
cada glicosilo se forma a partir de un azucar o de un glicésido que preferiblemente contiene no mas de 12 atomos de
carbono (especialmente 7 o menos, particularmente 6 o menos, atomos de carbono). Como ejemplos, se incluyen
mono- y disacaridos, particularmente monosacaridos que forman anillos de 5 y 6 miembros. Preferiblemente,
contiene al menos un grupo funcional (especialmente al menos dos grupos funcionales) seleccionado entre -COOH,
-OH y -NH_, particularmente seleccionado entre -NH, y -OH, mas particularmente -OH.

Cuando se derivatiza la 39-desmetoxirrapamicina como un éster fosfato, preferiblemente los grupos alquilo
contienen no mas de 4 atomos de carbono.

Cuando se derivatiza la 39-desmetoxirrapamicina como un éster fosfinato, preferiblemente los grupos alquilo
contienen no mas de 4 atomos de carbono; un ejemplo es el éster formado con acido fosfinico.

A continuacioén se dan ejemplos especificos de restos derivatizadores.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona derivados 39-desmetoxirrapamicina segun la formula (1)
siguiente, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos:

ORg

en la que:

X representa un enlace o CHy;

R+ representa un grupo ceto o (H,H);

R: representa OH u OMe;

Rs representa H, OH u OMe;

R4 y Rs representan cada uno independientemente H u OH;

Re representa -R7, -C(O)R7, -(CHz)z-O-[C R21 Rzz-O]a-C(O)-R23; -CR21 Rzz-O-C(O)-st,} -POR19R20,
-PO(OR19)(OR20) o Y-R15;

R7 representa -(CRaRg)m(CR1oR11)pCR12R13R14;

Rs y Ro representan cada uno independientemente C1-C4 alquilo, C2-C4 alquenilo o C2-C4 alquinilo, pudiendo
estar cualquiera de estos grupos opcionalmente substituido con -PO(OH);, -CF2PO(OH),, -OH, -COOH o -NH_z; o
Rs y Ro representan cada uno independientemente H, trifluorometilo o F;

Ri10, Ri1, R12, Ri3 ¥y Ris representan cada uno independientemente C1-C4 alquilo, C2-C4 alquenilo o C2-C4
alquinilo, pudiendo estar cualquiera de estos grupos opcionalmente substituido con -PO(OH),, -CF,PO(OH),
-OH, -COOH o0 -NHz; o R1o, R11, Riz, Riz y Rys pueden ser independientemente seleccionados entre H,
-(CRgRo)qNH2, -(CRgRg)qOH, CF3, F, COOH; 0 R1o y R11 0 R12 ¥y R13 0 R13 y R14 pueden ser tomados junto con el
carbono al que estan unidos para formar un C3-C6 cicloalquilo o un anillo de heteroalquilo de 3 a 6 miembros
que contiene uno o mas heteroatomos seleccionados entre N, O y S y que esta opcionalmente substituido con
hasta 5 grupos -(CRgRg)qOH, -(CRsRe)qNH> 0 COOH;

Y = enlace, -C(0O)-O-, -(CH3),-O-C(0)-O-;
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R1s representa

R17 R16 R16 R15

Rie Rig 0 OH

los Ris son cada uno independientemente H u OH;

R17 es independientemente seleccionado entre H, OH y NHj;

R1s es independientemente seleccionado entre H, -CHs;, -CH,OH y -COOH;

con la condicion, sin embargo, de que no mas de 2 grupos seleccionados entre Rqs, R17 y R1g representen H o
CH3;

R19 ¥ Rz representan cada uno independientemente H o C1-C4 alquilo, o R1g9 y Ry representan juntos =CHy;

R21 es independientemente seleccionado entre H, CHg;

R2, es independientemente seleccionado entre H, -CHs, -CH=CH,, -CH.ClI, -CHClI,, -CCls3, -CH(OH)Me,-CH,OH,
-CH,CHs, -CH(CI)Me;

R23 es independientemente Rz, Y-Ri5 0 un anillo de arilo o heteroarilo de 5 o 6 miembros opcionalmente
substituido con entre uno y tres grupos seleccionados entre OH, F, Cl, Br, NO2 y NHy; a representa 0 o 1;

m, p y q representan cada uno independientemente un ndmero entero de 0-4;

con la condicién, sin embargo, de que el resto R7 no contenga mas de 12 atomos de carbono y si contenga al menos
un grupo funcional seleccionado entre -PO(OH);, -CF,PO(OH),, -COOH, OH o NHy; o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

La estructura anterior muestra un tautébmero representativo, y la invencion cubre todos los tautdmeros de los
compuestos de férmula (1), por ejemplo compuestos ceto, donde se ilustran compuestos enol, y viceversa.

A menos que se indiquen especificamente estereoisémeros particulares (por ejemplo, mediante un enlace en
negrilla o en linea discontinua en un estereocentro relevante en una féormula estructural, por representacion de un
doble enlace como con configuracion E o Z en una féormula estructural o usando nomenclatura de designacion de la
estereoquimica), todos los estereoisémeros quedan incluidos en el alcance de la invencion como compuestos puros,
asi como mezclas de los mismos. A menos que se indique algo diferente, los enantidmeros individuales,
diasteredbmeros, isbmeros geomeétricos y sus combinaciones y mezclas quedan todos amparados por la presente
invencion. Las formas cristalinas polimérficas y los solvatos e hidratos quedan también amparados dentro del
alcance de la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona derivados 39-desmetoxirrapamicina tales como compuestos de
férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, para uso como producto farmacéutico.

Definiciones

Los articulos "un" y "una" son usados en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, al
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo "un analogo" significa un analogo o mas de
un analogo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "analogo(s)" se refiere a compuestos quimicos que son
estructuralmente similares a otro, pero que difieren ligeramente en cuanto a composicion (como en la substitucién de
un atomo por otro o en la presencia o ausencia de un grupo funcional particular).

En particular, el término "analogo de 39-desmetoxirrapamicina”" se refiere a un compuesto de 39-
desmetoxirrapamicina producido mediante los procedimientos de WO 2004/007709 y/o como se muestra mediante
la formula (II). También se hace referencia a estos compuestos como "compuestos parentales" y estos términos
son utilizados indistintamente en la presente solicitud. En la presente solicitud, el término "analogo de 39-
desmetoxirrapamicina” incluye referencia a la propia 39-desmetoxirrapamicina.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "derivado(s)" se refiere a compuestos quimicos que han
sido modificados con respecto a su compuesto parental por quimica organica semisintética.

En particular, el término "derivado de 39-desmetoxirrapamicina” se refiere a un derivado de 39-
desmetoxirrapamicina segun la formula (l) anterior, o a una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, producido
por alteracion semisintética de un andlogo de 39-desmetoxirrapamicina. También se hace referencia a estos
compuestos como "compuestos de la invencion" o "derivados 39-desmetoxi de rapamicina”, y estos términos
son utilizados indistintamente en la presente solicitud.
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término "trastorno(s) autoinmune(s)" incluye, sin limitacién: lupus
eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide, miastenia gravis y esclerosis multiple.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enfermedades inflamatorias" incluye, sin limitacion:
psoriasis, dermatitis, eczema, seborrea, enfermedad inflamatoria del intestino (incluyendo, aunque sin limitacion, la
colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn), inflamacion pulmonar (incluyendo el asma, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, el enfisema, el sindrome del distrés respiratorio agudo y la bronquitis), artritis reumatoide y
uveitis ocular.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cancer" se refiere a un crecimiento maligno de células en
la piel o en los 6rganos corporales, por ejemplo, aunque sin limitacion, en la mama, en la préstata, en el pulmén, en
el rifdn, en el pancreas, en el estdmago o en el intestino. Un cancer tiende a infiltrarse en el tejido adyacente y a
diseminarse (metastatizar) hacia 6rganos distantes, por ejemplo hacia el hueso, el higado, el pulmén o el cerebro.
Tal como se utiliza en el presente documento, el término cancer incluye tipos de células tumorales metastaticas,
tales como, aunque sin limitacion, melanoma, linfoma, leucemia, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y mastocitoma y
tipos de carcinoma de tejidos, tales como, aunque sin limitacion, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de
pulmén de células pequefas y cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de mama, cancer pancreatico,
cancer de vejiga, cancer renal, cancer gastrico, glioblastoma, cancer hepatico primario y cancer de ovario.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "malignidades de las células B" incluye un grupo de
trastornos que incluyen la leucemia linfocitica crénica (LLC), el mieloma multiple y el linfoma no Hodgkin (LNH). Se
trata de enfermedades neoplasicas de la sangre y de los érganos formadores de sangre. Causan disfuncion de la
médula 6sea y del sistema inmunitario, lo que hace al hospedador altamente susceptible a la infeccion y a la
hemorragia.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enfermedad vascular" incluye, sin limitacion: trastornos
vasculares hiperproliferativos (por ejemplo, reestenosis y oclusion vascular), aterosclerosis vascular de injerto,
enfermedad cardiovascular, enfermedad vascular cerebral y enfermedad vascular periférica (por ejemplo,
enfermedad de las arterias coronarias, arteriosclerosis, aterosclerosis, arteriosclerosis no ateromatosa o lesién de la
pared vascular).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "regeneracioén neuronal” se refiere a la estimulacion del
crecimiento de las células neuronales e incluye el crecimiento de las neuritas y la recuperacion funcional de las
células neuronales. Como enfermedades y trastornos en los que la regeneracion neuronal puede tener un beneficio
terapéutico significativo, se incluyen, aunque sin limitacion, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la corea de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica, la neuralgia del trigémino, la neuralgia
glosofaringea, la paralisis de Bell, la distrofia muscular, el accidente cerebrovascular, la atrofia muscular progresiva,
la atrofia muscular heredada bulbar progresiva, la espondilosis cervical, el sindrome de Gullain-Barre, la demencia,
las neuropatias periféricas y la lesion de nervios periféricos, ya estén causados por lesion fisica (por ejemplo, lesion
o traumatismo de la médula espinal, lesién o dafio del nervio ciatico o facial) o por un estado de enfermedad (por
ejemplo, diabetes).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enfermedades fibriéticas" se refiere a enfermedades
asociadas a la excesiva produccion de la matriz extracelular, e incluye (sin limitacién) sarcoidosis, queloides,
glomerulonefritis, enfermedad renal en fase terminal, fibrosis hepatica (incluyendo, aunque sin limitacion, cirrosis,
enfermedad hepatica debida al alcohol y esteatohepatitis), nefropatia de injerto cronica, adherencias quirtrgicas,
vasculopatia, fibrosis cardiaca, fibrosis pulmonar (incluyendo, aunque sin limitacién, la fibrosis pulmonar idiopatica y
la alveolitis fibrosante criptogénica), degeneracién macular, retinopatia retiniana y vitrea y fibrosis inducida por
quimioterapia o radiacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enfermedad del injerto contra el huésped" se refiere a
una complicacion que se observa tras un trasplante alogénico de células madre/médula ésea. Se produce cuando
las células que luchan contra la infeccidon del donante reconocen el cuerpo del paciente como diferente o extrafo.
Estas células que luchan contra la infeccion atacan entonces los tejidos en el cuerpo del paciente del mismo modo
que si estuvieran luchando contra una infeccion. La enfermedad del injerto contra el huésped esta categorizada
como aguda cuando se produce en los primeros 100 dias después del trasplante y como croénica si se produce mas
de 100 dias después del trasplante. Los tejidos tipicamente implicados incluyen el higado, el tracto gastrointestinal y
la piel. La enfermedad del injerto contra el huésped cronica se produce en aproximadamente un 10-40 por ciento de
los pacientes después de un trasplante de células madre/médula ésea.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "biodisponibilidad" se refiere al grado o a la velocidad a la
que un farmaco u ofra substancia se absorbe o se vuelve disponible en el sitio de actividad biolégica tras su
administracion. Esta propiedad depende de una serie de factores, incluyendo la solubilidad del compuesto, la
velocidad de absorcion en el intestino, el grado de unién a proteinas y el metabolismo, etc. Se describen en el
presente documento diversas pruebas de biodisponibilidad que le resultarian familiares a un experto en la técnica
(véase también Trepanier y col., 1998, Gallant-Haidner y col., 2000).
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El término "solubilidad en agua", tal como se utiliza en la presente solicitud, se refiere a la solubilidad en medios
acuosos, por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfatos (PBS) a pH 7,4.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencién, tales como los compuestos de férmula
(), incluyen sales convencionales formadas a partir de acidos o bases inorganicos u organicos farmacéuticamente
aceptables, asi como sales de adicidon de acido de amonio cuaternario. Como ejemplos mas especificos de sales de
acido adecuadas, se incluyen las de clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico,
acético, propidnico, succinico, glicolico, férmico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, maldnico,
hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, fumarico, toluensulfénico, metanosulfénico, naftaleno-2-
sulfénico, bencenosulfonico, hidroxinaftoico, yodhidrico, malico, esteroico, tanico y similares. Otros acidos, tales
como el oxalico, aun no siendo en si mismos farmacéuticamente aceptables, pueden ser Utiles en la preparacion de
sales utiles como intermediarios en la obtencion de los compuestos de la invencion y sus sales farmacéuticamente
aceptables. Como ejemplos mas especificos de sales basicas adecuadas, se incluyen las sales de sodio, litio,
potasio, magnesio, aluminio, calcio, zinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, N-metilglucamina y procaina. Las referencias que se hacen mas adelante en el presente documento a
un compuesto segun la invencion incluyen tanto los compuestos de férmula () como sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser de cadena lineal o ramificados.

Como ejemplos de grupos alquilo C1-C4, se incluyen metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo.
Como ejemplos de grupos alquenilo C2-C4, se incluyen etenilo y 2-propenilo.

Como ejemplos de grupos alquinilo C2-4, se incluye etinilo.

Grupos cicloalquilo C3-C6 se refiere a un anillo de cicloalquilo que incluye 3-6 atomos de carbono y que puede estar
opcionalmente ramificado. Como ejemplos, se incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, metilciclobutilo, ciclopentilo y
ciclohexilo.

Los anillos de heteroalquilo de 3 a 6 miembros que contienen uno o mas heteroatomos seleccionados entre N, Oy S
incluyen anillos que contienen uno o dos heteroatomos, especialmente un heteroatomo. Como ejemplos, se incluyen
furano, pirano, oxetano, oxirano, piperidina, pirrolidina, azetidina, aziridina, tiirano, tietano, tiofeno, tiopirano y
morfolina.

Como ejemplos de substituyentes eventuales para los anillos de heteroalquilo de 3 a 6 miembros, se incluyen -OH, -
CH2OH, NH», CH2NH, y COOH. Tipicamente, los anillos de heteroalquilo de 3 a 6 miembros pueden estar sin
substituir o substituidos por 1 o 2, por ejemplo 1, substituyentes.

Descripcidn de la invencion

La presente invencion proporciona derivados 39-desmetoxirrapamicina, como se ha indicado anteriormente,
procedimientos para la preparacion de estos compuestos, intermediarios de los mismos y estos compuestos para
uso en medicina.

Preferiblemente, Ry contiene 7 o menos, especialmente 5 o0 menos, atomos de carbono.

Ry preferiblemente contiene al menos un grupo funcional seleccionado entre -PO(OH),, -OH, - COOH y -NHz, more
preferiblemente -OH, -COOH o -NH;, especialmente-COOH y OH, mas especialmente OH. Preferiblemente, Ry
contiene 2 o mas substituyentes, por ejemplo, 2 grupos -OH.

Adecuadamente, X representa CHy;

Adecuadamente, a representa 0.

Adecuadamente, p representa 0 o 1.

Adecuadamente, m representa 0 o 1.

Adecuadamente, q representa 0, 1 o 2.

Adecuadamente, R4 representa H. Adecuadamente Rz representa H.
Adecuadamente, R13 representa H u OH.

Cuando p representa 1, adecuadamente R1o representa Me, OH o CH,OH.
Cuando p representa 1, adecuadamente R11 representa Me, H o CH,OH.

Cuando m y p representan ambos 0, adecuadamente Ri2 y Ri3 representan ambos H, y R4 representa -(CRgRo)q-
OH, donde g =00 1y Rsy Ro representan ambos H.
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Cuando p representa 1 y m representa 0, adecuadamente Rio y R4 representan ambos H, Ri2 representa H, Ri3
representa H, OH o NH; y Ry4 representa -(CRgRg)-OH, donde g = 0 0 1 y Rs y Rg representan ambos H.

Cuando Rg representa -POR15R1s, adecuadamente Ris y R+ representan ambos CHs; o representan ambos CH>CHs.
Adecuadamente, Rs representa el residuo derivado de la formacién de un éster con acido hidroxilacético, acido 3-
hidroxi-2,2-dimetilpropionico, acido 2,3-dihidroxipropiénico, acido 3-hidroxi-2-hidroximetilpropidénico o acido 2,2-
bis(hidroximetil )propiénico.

En un conjunto de ejemplos de compuestos, Rs representa C(O)Ry.

Preferiblemente, R; es el resto formado por condensacion del alcohol macrociclico con un acido seleccionado entre
la lista consistente en acido hidroxiacético, acido 3-hidroxi-2,2,dimetilpropiénico, acido 2,3-dihidroxipropiénico, acido
3-hidroxi-2-hidroximetilpropiénico y  acido  2,2-bis(hidroximetil)propidnico, = especialmente  acido  2,2-
bis(hidroximetil )propionico.

Cuando R1s representa:

o) Ris

R17 Ris
R1g

como ejemplos de este resto se incluye el resto formado por formacion de un acetal con (i) glucosa (es decir, Rig
representa CH,OH y cada Ris y Ri7 representa OH), por ejemplo, D-glucosa; (ii) glucosamina (es decir, Ris
representa CH,OH, cada Ris representa OH y Rj7 representa NH;), por ejemplo, D-glucosamina; (iii) acido
glucurénico (es decir, Ryg representa COOH y cada Ris y Ri7 representa OH), por ejemplo, acido D-glucurénico, y
(iv) arabinosa (es decir, R1g representa H y cada Ris y R17 representa OH), por ejemplo, D-arabinosa.

Cuando R1s representa:

como ejemplos de este resto se incluye el resto formado por formacion de un acetal con fructosa (es decir, cada Rig
representa OH), por ejemplo, el residuo de D-fructosa.

Cuando R1s representa:

Rie

Rie
OH

como ejemplos de este resto se incluye el resto formado por formacién de un éster con acido glucurénico (es decir,
cada Rie representa OH), por ejemplo, el residuo de acido D-glucuronico.

En general, los compuestos de la invencion son preparados por derivatizacion semisintética de un analogo de 39-
desmetoxirrapamicina de férmula (11).

Por lo tanto, un procedimiento para preparar un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo comprende:

(a) hacer reaccionar un analogo de 39-desmetoxirrapamicina de formula (Il):
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(1)

en la que Ra representa H o (CH2)-OH
o un derivado protegido del mismo, con un compuesto de férmula (l11):

HO-Re ()

o un derivado activado de Reg;

(b) convertir un compuesto de formula (I) o una sal del mismo en otro compuesto de formula (I) u otra sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(c) desproteger un compuesto protegido de formula (1).

El término "derivado activado”, tal como se ha usado anteriormente, se refiere a (por ejemplo, aunque sin limitacion):
en el caso de ésteres - acidos carboxilicos, haluros de acilo, anhidridos mixtos, anhidridos simétricos o ésteres
carboxilicos; en el caso de éteres - haluros de alquilo, mesilatos de alquilo, triflatos de alquilo, tosilatos de alquilo u
otros derivados de alquilo adecuadamente activados; en el caso de fosfatos y fosfonatos - clorofosfatos,
cianofosfatos de dialquilo, dialquilfosforamidatos o clorofosfitos de dialquilo; o en el caso de acetales derivados de
grupos glicosilo - utilizando un donador de glicosilo, por ejemplo, haluros de glicosilo, tioglicésidos, 1-O-
acilglicosidos, orto-ésteres, 1-O o 1-S carbonatos, tricloroimidatos, 4-pentenilglicésidos, ésteres fosfato de glicosilo,
1-O-sulfonilos o glicésidos 1-O-sililados.

En el procedimiento (a), se pueden preparar analogos de 39-desmetoxirrapamicina de férmula (lI) como se describe
en WO 2004/007709 y como ademas se indica en los ejemplos del presente documento.

Ademas de los procedimientos especificos y de las referencias que se proporcionan en el presente documento, un
experto en la técnica puede también consultar referencias de libros de texto estandar para procedimientos sintéticos,
incluyendo, aunque sin limitacion, el libro de texto de Vogel de quimica organica practica (Furniss y col., 1989) y la
quimica organica avanzada de March (Smith y March, 2001).

Adicionalmente, se pueden proteger los grupos hidroxilo presentes mediante una de las muchas estrategias de
proteccion de hidroxi estandar disponibles para un experto en la técnica. Los grupos hidroxilo pueden ser protegidos
formando éteres, incluyendo, aunque sin limitacion, éteres alquilicos substituidos, éteres bencilicos substituidos y
éteres sililicos. Preferiblemente, se forma un éter sililico, incluyendo, aunque sin limitacion, éter trimetilsililico,
trietilsililico, t-butildimetilsililico y t-butildifenilsililico, por reaccion de una forma activada del silano (incluyendo,
aunque sin limitacion, cloruro de sililo o triflato de sililo) con 39-desmetoxirrapamicina en presencia de una base
adecuada. Se podria eliminar entonces el grupo protector por hidrélisis acida o por escision asistida por fluoruro. Los
1,2-dioles pueden ser protegidos como aceténidos, en base a la condensacion de un derivado de acetona. Este
puede ser eliminado por catalisis acida.

Los analogos de 39-desmetoxirrapamicina de formula (II) pueden ser usados como plantillas para posterior
semisintesis (es decir, procedimiento (a)). El grupo hidroxilo pendiente en C-40 puede ser funcionalizado, por
ejemplo, por acilacion, alquilacion, glicosilacion o fosforilacion a través de una serie de transformaciones sintéticas
conocidas para un experto en la técnica.
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En el procedimiento (a), cuando Rg representa un resto de formula -C(O)R7 o Y-R15 en la que R+s representa

(0] Rig

R1g

Ris

OH

e Y = enlace, la formacion de un hidroxiéster, u O-acilacion, puede estar mediada por reaccion del grupo hidroxilo de
los compuestos de formula (II) con un acido carboxilico correspondiente, preferiblemente en forma activada, por

ejemplo un compuesto de formula (I11Ai) o (I1Aii):
0]
)’\ R15
w” Oy

w Rz (A (1Aii)

o con un compuesto de férmula (11IB):
R1s

Rie
OH (11B)

en la que W es un grupo que activa un acido carboxilico para el ataque nucleofilico. Los acidos carboxilicos pueden
ser activados por formacion de, por ejemplo, aunque sin limitacion, haluros de acilo (por ejemplo, W = Cl), anhidridos
mixtos (es decir, W = OC(O)R’), anhidridos simétricos (W = OC(O)Ry) o ésteres carboxilicos (es decir, W = OR’).

Los compuestos de formula (IlIAi), (IlIAii) o (IlIB) pueden ser preparados a partir de sus acidos carboxilicos
comercialmente disponibles usando procedimientos estandar conocidos para un experto en la técnica, y, en un
aspecto especifico, se pueden preparar compuestos segun la férmula (llIAi) en la que R; es
-(CRgRo)m(CR10R11)p,CR12R13R14 usando procedimientos como los descritos en US 5.362.718, US 5.665.772 o EP
0.663.916.

Preferiblemente, un analogo de 39-desmetoxirrapamicina reacciona en medio organico con un cloruro de acido o un
anhidrido mixto en presencia de una base. Como bases que pueden ser utilizadas, se incluyen, aunque sin
limitacién, piridina, 4,4-dimetilaminopiridina (DMAP),  2,6-lutideno,  2,6-di-terc-butilpiridina,  trietilamina,
diisopropiletilamina, otras trialquilaminas, 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) o 1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-
eno (DBN). En ejemplos especificos descritos en el presente documento, la 39-desmetoxirrapamicina reacciona con
un anhidrido mixto en presencia de DMAP.

En el procedimiento (a), cuando Rg representa un resto de férmula -C(O)R7 o Y-R15 en la que R+s representa
o) Rig
R1g

Rqg
OH

eY =-C(0O)O- o -(CH3)-OC(O)O-. la formacion de estos hidroxiésteres requiere la reaccion del grupo hidroxilo de los
compuestos de férmula (Il) o un compuesto que es 40-O-(hidroxietil)-férmula Il con un reactivo que formara un
carbonato activado, tal como un compuesto de férmula IV

10
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(V)

en la que T = enlace u -O(CH:)2- y R24 es un grupo alquilo o arilo, preferiblemente un grupo arilo, especialmente un
grupo para-nitrofenilo.

El compuesto de formula IV puede entonces reaccionar con un compuesto de formula 1, para generar compuestos
con Rs unido al grupo 40-hidroxilo o al grupo 40-O-(hidroxietilo) por medio de un conector carbonato (WO
2004/101583).

De igual modo, se puede derivatizar un analogo de 39-desmetoxirrapamicina con diferentes hidroxiéteres en C-40,
por reaccion del analogo de 39-desmetoxirrapamicina con un derivado alquilo de elecciéon adecuadamente activado,
para formar un derivado 40-O-alquil-39-desmetoxirrapamicina. Grupos alquilo activados se refiere a un grupo alquilo
que ha sido activado por uno de muchos procedimientos, incluyendo, aunque sin limitacion, la formacion de haluros
de alquilo (RCI, RI, RBr), mesilatos de alquilo (ROS(O).CHz), triflatos de alquilo (ROS(O).CF3) y tosilatos de alquilo
(ROS(O)2PhMe). EI grupo alquilo activado reaccionaria entonces con un andlogo de 39-desmetoxirrapamicina en
medio organico en presencia de una base adecuada. Un experto en la técnica puede emplear procedimientos
estandar para optimizar las condiciones de reaccién para evitar la alquilacion en otras posiciones reactivas.

De igual modo, se puede fosforilar un analogo de 39-desmetoxirrapamicina y, tras desproteccion de los ésteres
fosfato, se puede obtener un derivado 40-O-fosfo-39-desmetoxirrapamicina o un derivado 40-O-dialquilfosfo-39-
desmetoxirrapamicina, y sales de estos derivados preparadas por procedimientos conocidos para un experto en la
técnica. Los ésteres fosfato pueden formarse directa o indirectamente por medio de un O-fosfito (es decir,
(R'O)2,POR) en el que el fosfito trivalente se oxida (preferiblemente por la acciéon de un peracido, tal como, aunque
sin limitacion, mCPBA) al fosfato pentavalente. Los procedimientos de fosforilacion directa incluyen, aunque sin
limitacion, la reaccion de un analogo de 39-demetoxirrapamicina con un clorofosfato protegido (por ejemplo,
(BnO),P(O)CI, (AlquilO),P(O)CI), preferiblemente en presencia de DMAP en medio organico, o la reaccion de un
analogo de 39-desmetoxirrapamicina con oxicloruro de fésforo (POCI3) en presencia de una base, tal como
trietilamina, seguida de hidrdlisis acida del O-diclorofosfato resultante (es decir, ROP(O)Cl.), o copulacién con un
cianofosfato de dialquilo (WO 01/81355). Se puede generar clorofosfato de dialquilo o diarilo in situ mediante la
reaccion de un fosfito de dialquilo o diarilo (es decir, (RO).P(O)H) con tetracloruro de carbono en presencia de base.
Los procedimientos de formacion del O-fosfito (para oxidacion al O-fosfato) incluyen, aunque sin limitacion, la
copulacion de un analogo de 39-desmetoxirrapamicina con un dialquilfosforamidato de dialquilo (preferiblemente
diisopropilfosforilamidato de dialquilo), en presencia de base (preferiblemente tetrazol), o la copulacion usando un
clorofosfito en presencia de base (Evans y col., 1992). La eleccion del grupo protector es importante; los ésteres
etilico y metilico de fosfatos no son facilmente hidrolizables en condiciones acidas o basicas. Preferiblemente, los
grupos protectores incluyen, aunque sin limitacion, ésteres bencilicos (escindidos mediante hidrdlisis promovida con
yoduro de sodio/clorotrimetilsilano (WO 01/81355)) o ésteres 2-cianoetilicos (escindidos mediante escision
catalizada con base débil). De forma similar, se pueden generar derivados 40-O-dialquilfosfono-39-
desmetoxirrapamicina por reaccion de un analogo de 39-desmetoxirrapamicina con un dialquilfosfonato o
dialquilfosfito activado adecuado (como se ha descrito anteriormente).

11



10

15

20

25

30

35

ES 2 527 530 T3

En el procedimiento (a), cuando R1s representa un resto de férmula

O Rig
Rq7 R1e
R1s
Y .
Rig o 16
Ry
T 1

la formacion de una union glicosidica, u O-glicosilacion, puede estar mediada por reaccion del grupo hidroxilo con un
donador de glicosilo correspondiente, preferiblemente en forma activada (véase Toshima y Tatsuta (1993)), por
ejemplo un compuesto de férmula (l1IC):

z 0. Ris
R17I;[R1a
Ris ey
o un compuesto de férmula (I1ID):
Z ° R1g
R16\KI
Rie R (IlID).

Usando un 'donador de glicosilo’, incluyendo, aunque sin limitacién, haluros de glicosilo (Z = F, Cl, Br), tioglicosidos
(Z = SMe, Set, SPh, SPy, SCN), 1-O-acilglicésidos (Z = OC(O)R), orto-ésteres (Z = OC(Me)(R)(O-C2 de férmula
(INC/lD)), 1-O o 1-S carbonatos (Z = OC(S)SMe, Z = OC(O)imidazol, Z = OC(S)imidazol, Z = SC(S)OEt),
tricloroimidatos (Z = OC(=NH)CClIs), 4-pentenilglicésidos (Z = OCH,CH,CH,CH=CHy), ésteres fosfato (por ejemplo, Z
= OP(O)(OPh),), 1-O-sulfonilos (Z = tosilo) o glicésidos 1-O-sililados (Z = OTMS o OTBS), se puede glicosilar el
analogo de 39-desmetoxirrapamicina en medio organico, preferentemente en presencia de un activador (tal como un
acido de Lewis o una sal de metal pesado, véase Toshima y Tatsuta, 1993)). El donador de glicosilo especifico
utilizado y las condiciones de reaccion determinaran si se forma un alfa- o beta-glicésido. Como antes para la
acilacion, cualquier grupo hidroxilo presente en el compuesto parental puede ser protegido o enmascarado, de tal
forma que la utilizacién de un equivalente de donador de glicosilo dara lugar a 40-O-acilacion. El resto de los
hidroxilos en el donador de glicosilo deberian ser protegidos como, por ejemplo, O-acetatos, O-benzoatos o 1,2-
acetonidos, por lo que sera necesaria otra desproteccion. Ademas, se pueden usar donadores de 2-desoxiglicosilo,
tales como glicales (también se requiere una etapa reductora), para preparar glicosidos de 2’-desoxi-39-
desmetoxirrapamicina, y se pueden usar donadores de 2,6-didesoxiglicosilo, tales como 2,6-anhidro-2-tioazulcares,
para preparar glicdsidos de 2’,6’-didesoxi-39-desmetoxirrapamicina.

En el procedimiento (b), la formacion de sales y el intercambio pueden ser llevados a cabo por procedimientos
convencionales conocidos para un experto en la técnica. Se pueden realizar interconversiones de compuestos de
férmula () por procedimientos conocidos; por ejemplo, se pueden interconvertir grupos hidroxi y ceto por
oxidacién/reduccion como se describe en algun otro lugar del presente documento. Se pueden preparar compuestos
de férmula (I) en la que Rg representa -PO(OH), por fosforilacion de un correspondiente compuesto de formula (1) en
la que Rg representa OH. Se facilitan las condiciones adecuadas en algun otro lugar del presente documento.

En los procedimientos (a) y (c), se pueden encontrar ejemplos de grupos protectores y los medios para su
eliminacién en T W Greene "Protective Groups in Organic Synthesis" (J Wiley and Sons, 1991). Como grupos
protectores de hidroxilo adecuados, se incluyen alquilo (por ejemplo, metilo), acetal (por ejemplo, aceténido) y acilo
(por ejemplo, acetilo o benzoilo), que pueden ser eliminados por hidrdlisis, y arilalquilo (por ejemplo, bencilo), que
puede ser eliminado por hidrélisis catalitica, o éter sililico, que puede ser eliminado por hidrélisis acida o escision
asistida con iones fluoruro.

12
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Ademas del procedimiento (a), los analogos de 39-desmetoxirrapamicina de féormula (1) en la que Re representa Ry
pueden ser sintetizados por transesterificacion catalizada por lipasa. Por ejemplo, aunque sin limitacion, un analogo
de 39-desmetoxirrapamicina de férmula (II) puede reaccionar con un éster de vinilo de formula (V) en presencia de
lipasa PS-C "Amano" Il en las condiciones de reaccion descritas por Gu y col. (2005) y como ademas se indica en
los ejemplos en el presente documento. Esta metodologia no se limita al uso de ésteres de vinilo y la
transesterificacion puede ser catalizada por otras lipasas o esterasas.

o]

PPN

Otros compuestos de la invencién pueden ser preparados por procedimientos conocidos per se o por procedimientos
analogos a los anteriormente descritos.

Re v

Los nuevos derivados 39-desmetoxirrapamicina son Utiles directamente y como plantillas para posterior semisintesis
o bioconversion, para producir compuestos Utiles como inmunosupresores, agentes antifungicos, agentes
anticancerosos, agentes antiinflamatorios, agentes neurorregenerativos o agentes para el tratamiento del rechazo de
trasplantes, de la enfermedad del injerto contra el huésped, de trastornos autoinmunes, de la enfermedad vascular
y/o de enfermedades fibridticas. Los métodos para la derivatizacion semisintética de la rapamicina y sus analogos
son bien conocidos en la técnica e incluyen (aunque sin limitacién) las modificaciones descritas en, por ejemplo, U.S.
5.665.772, U.S. 5.362.718, WO 96/41807, U.S. 5.728.710, U.S. 5.378.836, U.S. 5.138.051, U.S. 5.665.772, U.S.
5.391.730, U.S. 5.023.262, U.S. 5.563.145, U.S. 5.446.048, U.S. 5.912.253, U.S. 5.221.670, U.S. 5.955.457, WO
98/04279, U.S. 6.015.815 y U.S. 5.432.183.

Las anteriores estructuras de intermediarios (por ejemplo, compuestos de formula (Il) pueden ser sometidas a
tautomerizacion, y, cuando se ilustra un tautémero representativo, se entendera que se quiere hacer referencia a
todos los tautémeros, por ejemplo compuestos ceto donde se ilustran compuestos enol y viceversa.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de los derivados 39-desmetoxirrapamicina de la invencién
en medicina. En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de derivados 39-desmetoxirrapamicina de la
invencion en la preparacion de un medicamento para la induccién o el mantenimiento de la inmunosupresion, la
estimulacion de la regeneracion neuronal o el tratamiento del cancer, de las malignidades de las células B, de las
infecciones fungicas, del rechazo de trasplantes, de la enfermedad del injerto contra el huésped, de trastornos
autoinmunes, de enfermedades inflamatorias, de la enfermedad vascular y de enfermedades fibridticas, o de
agentes para uso en la regulacion de la cicatrizacion de heridas.

La resistencia a multiples farmacos (RMF) es un problema significativo en el tratamiento del cancer y de las
malignidades de las células B. Es la razén principal que se oculta tras el desarrollo de la resistencia a farmacos en
muchos canceres (Persidis A, 1999). La RMF se asocia a un mayor nivel de transportadores del casete de union al
trifosfato de adenosina (transportadores ABC), en particular a un aumento en la expresién del gen MDR1 que
codifica la P-glicoproteina (P-gp) o del gen MRP1 que codifica MRP1. El nivel de expresion del gen MDR1 varia
ampliamente a través de diferentes lineas celulares derivadas de cancer; en algunas lineas celulares, es
indetectable, mientras que en otras puede mostrar una expresion hasta 10 o 100 veces mayor en relacion a
controles estandar.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién proporciona el uso de un derivado 39-desmetoxirrapamicina de la
invencion en el tratamiento de canceres o malignidades de células B RMF. En un aspecto especifico, la presente
invencion proporciona el uso de derivados 39-desmetoxirrapamicina en el tratamiento de canceres o malignidades
de células B que expresan P-gp. En una realizacion aun mas preferida, la presente invencion proporciona el uso de
un derivado 39-desmetoxirrapamicina de la invencion en el tratamiento de canceres o malignidades de células B que
tienen una alta expresion de P-gp. En particular, los canceres o malignidades de células B que tienen una alta
expresion de P-gp pueden tener una expresion 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 25 veces, 50 veces o 100
veces mayor en relacion a los niveles de control. Son controles adecuados las células que no expresan P-gp, que
tienen un bajo nivel de expresion de P-gp o que tienen una baja funcion RMF; un experto en la técnica tiene
conocimiento de, o puede identificar, tales lineas celulares; a modo de ejemplo (aunque sin limitacion), como lineas
celulares adecuadas se incluyen: MDA435/LCC6, SBC-3/CDDP, MCF7, NCI-H23, NCI-H522, A549/ATCC, EKVX,
NCI-H226, NCI-H322M, NCI-H460, HOP-18, HOP-92, LXFL 529, DMS 114, DMS 273, HT29, HCC- 2998, HCT-116,
COLO 205, KM12, KM20L2, MDA-MB-231/ATCC, MDA-MB-435, MDA-N, BT-549, T-47D, OVCAR-3, OVCAR-4,
OVCAR-5, OVCAR-8, IGROV1, SK-OV-3, K-562, MOLT-4, HL-60(TB), RPMI-8226, SR, SN12C, RXF-631, 786-0,
TK-10, LOX IMVI, MALME-3M, SK-MEL-2, SK-MEL-5, SK-MEL-28, M14, UACC-62, UACC-257, PC-3, DU-145,
SNB-19, SNB-75, SNB-78, U251, SF-268, SF-539, XF 498.

En un aspecto alternativo, la presente invencién proporciona el uso de un derivado 39-desmetoxirrapamicina de la
invencion en la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento canceres o malignidades de las células B
RMF. En un aspecto especifico, la presente invenciéon proporciona el uso de un derivado 39-desmetoxirrapamicina
de la invencion en la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de canceres o malignidades de las
células B que expresan P-gp. En una realizacion aun mas preferida, la presente invencion proporciona el uso de un
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derivado 39-desmetoxirrapamicina en la preparacion de un medicamento para uso en el tratamiento de canceres o
malignidades de las células B que tienen una alta expresion de P-gp. En particular, los canceres o malignidades de
las células B que tienen una alta expresion de P-gp pueden tener una expresion 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20
veces, 25 veces, 50 veces o 100 veces mayor en relacion a los niveles de control. Se han descrito anteriormente
controles adecuados.

Se discuten ademas procedimientos para determinar el nivel de expresion de P-gp en una muestra en el presente
documento.

Por lo tanto, también se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de canceres o
malignidades de las células B que expresan P-gp que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un derivado 39-desmetoxirrapamicina de la invencion. El nivel de expresion de la glicoproteina P (P-gp)
en un tipo de cancer particular puede ser determinado por un experto en la técnica usando técnicas entre las que se
incluyen, aunque sin limitacién, RT-PCR en tiempo real (Szakacs y col., 2004; Stein y col., 2002; Langmann et al;
2003, Alvarez y col., 1995, Boyd y col., 1995), inmunchistoquimica (Stein y col., 2002) o la utilizacién de
micromatrices (Lee y col.,, 2003); estos procedimientos son facilitados como ejemplos Unicamente y otros
procedimientos adecuados se le ocurriran a un experto en la técnica.

Un experto en la técnica podra determinar por experimentacion rutinaria la capacidad de estos compuestos para
inhibir el crecimiento fungico (por ejemplo, Baker, H., y col., 1978; NCCLS Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing for yeasts: Approved standard M27-A, 17(9). 1997). Adicionalmente, un experto en la
técnica podra determinar por experimentacion rutinaria la capacidad de estos compuestos para inhibir el crecimiento
de las células tumorales (véanse Dudkin, L. y col., 2001; Yu y col. 2001). En otro aspecto, los compuestos de la
presente invencién son Utiles para inducir inmunosupresion; los ensayos para determinar la eficacia de un
compuesto en estas areas son bien conocidos para los expertos en la técnica, por ejemplo, aunque sin limitacion:
Actividad inmunosupresora - Warner, L.M. y col., 1992, Kahan y col. (1991) & Kahan & Camardo, 2001); Aloinjertos -
Fishbein, T.M. y col., 2002, Kirchner y col. 2000; Autoinmune / Inflamatoria / Asma - Carlson, R.P. y col., 1993,
Powell, N. y col., 2001; Diabetes | - Rabinovitch, A. y col., 2002; Psoriasis - Reitamo, S. y col., 2001; Artritis
reumatoide - Foey, A. y col., 2002; Fibrosis - Zhu, J. y col., 1999, Jain, S. y col., 2001, Gregory y col. 1993.

Se puede demostrar la capacidad de los derivados 39-desmetoxirrapamicina de la invenciéon para inducir
inmunodepresion en pruebas estandar usadas para este fin. En otro aspecto, los derivados 39-desmetoxirrapamicina
de la presente invencion son dutiles en la rotacion a mecanismos antifibréticos, neurorregenerativos y
antiangiogénicos; un experto en la técnica podra determinar por experimentacion rutinaria la capacidad de estos
compuestos para prevenir la angiogénesis (por ejemplo, Guba, M. et al., 2002). Un experto en la técnica podra
determinar por experimentacion rutinaria la utilidad de estos compuestos para tratar la enfermedad hiperproliferativa
vascular, por ejemplo en stents de elucion de farmacos (por ejemplo, Morice, M.C. y col., 2002). Adicionalmente, un
experto en la técnica podra determinar por experimentacion rutinaria la capacidad neurorregenerativa de estos
compuestos (por ejemplo, Myckatyn, T.M. y col., 2002, Steiner y col. 1997).

La presente invencidon también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un derivado 39-
desmetoxirrapamicina de la invencion, junto con un soporte farmacéuticamente aceptable.

La rapamicina y compuestos relacionados que estan o han estado en pruebas clinicas, tales como CCI-779 y
RADOO01, tienen pobres perfiles farmacoldgicos, pobre solubilidad en agua y pobre biodisponibilidad. La presente
invencion proporciona derivados 39-desmetoxirrapamicina que tienen propiedades mejoradas, tales como mejor
estabilidad y/o mayor permeabilidad a través de la membrana celular. Un experto en la técnica podra determinar
facilmente la solubilidad de un compuesto de la invenciéon dado usando procedimientos estandar. Se muestra un
procedimiento representativo en los ejemplos del presente documento.

Adicionalmente, un experto en la técnica podra determinar la farmacocinética y la biodisponibilidad de un compuesto
de la invencién usando procedimientos in vivo e in vitro conocidos para un experto en la técnica, incluyendo, aunque
sin limitacion, los que se describen mas adelante y en los ejemplos; los ensayos alternativos son bien conocidos
para un experto en la técnica, incluyendo, aunque sin limitacion, los descritos mas adelante y en Gallant-Haidner y
col., 2000, y Trepanier y col., 1998, y las referencias que alli se dan. Se determina la biodisponibilidad de un
compuesto mediante una serie de factores (por ejemplo, solubilidad en agua, velocidad de absorcién en el intestino,
grado de unién a proteinas y metabolismo), cada uno de los cuales puede ser determinado por pruebas in vitro como
se describe mas adelante; un experto en la técnica apreciara que una mejora en uno o mas de estos factores
conducira a una mejora en la biodisponibilidad de un compuesto. De manera alternativa, se puede medir la
biodisponibilidad de un compuesto usando procedimientos in vivo como se describe con mas detalle mas adelante.

Ensayo de permeacién Caco-2

Se pueden usar células Caco-2 confluentes (Li, A.P., 1992; Grass, G.M. y col., 1992, Volpe, D.A. y col., 2001) en un
formato de transpocillos Corning Costar de 24 pocillos, por ejemplo, como el proporcionado por In Vitro Technologies
Inc. (IVT Inc., Baltimore, Maryland, USA). La camara apical contiene 0,15 ml de solucién tampodn equilibrada de
Hank (HBBS), pH 7,4, 1% DMSO, 0,1 mM Amarillo Lucifer. La camara basal contiene 0,6 ml de HBBS, pH 7,4, 1%

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 527 530 T3

DMSO. Se incuban entonces los controles y los ensayos a 37°C en una incubadora humidificada y se agitan a 130
rpm durante 1 h. El Amarillo Lucifer permea por la via paracelular (entre las uniones estrechas) Gnicamente; una
elevada Permeabilidad Aparente (Papp) para el Amarillo Lucifer indica dafio celular durante el ensayo, y todos esos
pocillos son rechazados. Se usan propranolol (buena permeacién pasiva sin efectos transportadores conocidos) y
acebutalol (pobre permeacion pasiva atenuada por eflujo activo por glicoproteina P) como compuestos de referencia.
Los compuestos pueden ser estudiados en un formato uni- y bidireccional aplicando compuesto a la camara apical o
basal (a 0,01 mM). Los compuestos en las camaras apical o basal son analizados por HPLC-MS. Los resultados son
expresados como Permeabilidad Aparente, Papp (nm/s), y como la Razon de Flujo (A a B frente a B a A).

Papp (NM/s) = Volumen de aceptor x Alaceptor]

Area x [donador] Atiempo
Volumen de aceptor: 0,6 ml (A>B) y 0,15 ml (B>A)
Area de monocapa: 0,33 cm?
Atiempo: 60 min

Un valor positivo para la Razén de Flujo indica eflujo activo desde la superficie apical de las células.

Ensayo de estabilidad de los microsomas hepaticos humanos (MHH)

Los homogenados de higado proporcionan una medida de la vulnerabilidad inherente de un compuesto a las
enzimas de la Fase | (oxidativa), incluyendo las CYP450 (por ejemplo, CYP2C8, CYP2D6, CYP1A, CYP3A4,
CYP2E1), esterasas, amidasas y flavina monooxigenasas (FMO).

La vida media (T1/2) de los compuestos de ensayo puede ser determinada por exposicion a los Microsomas
Hepaticos Humanos, monitorizando su desaparicion en el tiempo por LC-MS. Se incuban los compuestos a 0,001
mM durante 40 min a 37°C, 0,1 M Tris-HCI, pH 7,4, con la fraccion subcelular microsomal humana del higado a 0,25
mg/ml de proteina y niveles de saturacion de NADPH como cofactor. A intervalos programados, se afade
acetonitrilo a las muestras de ensayo para precipitar la proteina y detener el metabolismo. Se centrifugan las
muestras y se analizan en cuanto al compuesto parental por HPLC-MS.

Ensayos de biodisponibilidad in vivo

También se pueden usar ensayos in vivo para medir la biodisponibilidad de un compuesto (véase, por ejemplo,
Crowe y col., 1999). En general, se administra un compuesto a un animal de ensayo (por ejemplo, ratén o rata) tanto
intraperitoneal (i.p.) o intravenosamente (i.v.) como oralmente (p.o.) y se toman muestras de sangre a intervalos
regulares para examinar como varia la concentracion plasmatica del farmaco a lo largo del tiempo. Se puede usar el
curso temporal de la concentracion plasmatica a lo largo del tiempo para calcular la biodisponibilidad absoluta del
compuesto como porcentaje usando modelos estandar. A continuacion se describe un ejemplo de un protocolo
tipico.

Se dosifica a los ratones con 3 mg/kg del compuesto de la invencion o del compuesto parental i.v. o 10 mg/kg de un
compuesto de la invencién o del compuesto parental p.o. Se toman muestras de sangre a intervalos de 5 minutos,
15 minutos, 1 h, 4 hy 24 h y se determina la concentraciéon del compuesto de la invencion o del compuesto parental
en la muestra por HPLC. Se puede usar entonces el curso temporal de las concentraciones plasmaticas para derivar
parametros clave, tales como el area bajo la curva de la concentracion plasmatica-tiempo (AUC - que es
directamente proporcional a la cantidad total de farmaco inalterado que alcanza la circulacion sistémica), el maximo
(pico) de la concentracion del farmaco en plasma, el tiempo en el que se produce la concentracidon maxima del
farmaco en plasma (tiempo pico); como factores adicionales utilizados en la determinacion precisa de la
biodisponibilidad, se incluyen: la vida media terminal del compuesto, la eliminacion total del organismo, el volumen
de distribucién en el estado estacionario y el % de F. Estos parametros son luego analizados por procedimientos no
compartimentales o compartimentales para obtener un porcentaje de biodisponibilidad calculado; para un ejemplo de
este tipo de procedimiento, véanse Gallant-Haidner y col., 2000, y Trepanier y col., 1998, y las referencias que alli se
citan.

Los derivados 39-desmetoxirrapamicina de la invencién antes mencionados o una formulaciéon de los mismos
pueden ser administrados por cualquier procedimiento convencional; por ejemplo, aunque sin limitacion, pueden ser
administrados por via parenteral, oral o tépica (incluida la bucal, sublingual o transdérmica), mediante un dispositivo
médico (por ejemplo, un stent), por inhalaciéon o por inyeccion (subcutanea o intramuscular). El tratamiento puede
consistir en una sola dosis o en una pluralidad de dosis a lo largo de un periodo de tiempo.

Aunqgue es posible administrar un compuesto de la invencién solo, es preferible presentarlo como una formulacion
farmacéutica junto con uno o mas soportes aceptables. El/los soporte(s) debe(n) ser "aceptable(s)" en el sentido de
ser compatibles con el compuesto de la invencion y no perjudiciales para sus receptores. Se describen a
continuacién con mas detalle ejemplos de soportes adecuados.
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Los derivados 39-desmetoxirrapamicina de la invencion pueden ser administrados solos o en combinacién con otros
agentes terapéuticos; la coadministracion de dos (o mas) agentes permite usar dosis significativamente inferiores de
cada uno de ellos, reduciendo asi los efectos colaterales observados.

En una realizaciéon, se coadministra un derivado 39-desmetoxirrapamicina con otro agente terapéutico para la
inducciéon o el mantenimiento de la inmunosupresion o para el tratamiento del rechazo de trasplantes, de la
enfermedad del injerto contra el huésped, de trastornos autoinmunes o de enfermedades inflamatorias; como
agentes preferidos, se incluyen, aunque sin limitacion, agentes inmunorreguladores, por ejemplo, azatioprina,
corticosteroides, ciclofosfamida, ciclosporina A, FK506, micofenolato mofetilo, OKT- 3 y ATG.

En una realizacion alternativa, se coadministra un derivado 39-desmetoxirrapamicina con otro agente terapéutico
para el tratamiento del cancer o de las malignidades de las células B; como agentes preferidos, se incluyen, aunque
sin limitacién, metotrexato, leukovorina, adriamicina, prednisona, bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluorouracilo,
paclitaxel, docetaxel, vincristina, vinblastina, vinorelbina, doxorrubicina, tamoxifeno, toremifeno, acetato de
megestrol, anastrozol, goserelina, anticuerpo monoclonal anti-HER2 (por ejemplo, Herceptin™), capecitabina,
clorhidrato de raloxifeno, inhibidores de EGFR (por ejemplo, Iressa ®, Tarceva ™, Erbitux™), inhibidores de VEGF
(por ejemplo, Avastin™), inhibidores de proteasomas (por ejemplo, Velcade™), Glivec® o inhibidores de hsp90 (por
ejemplo, 17-AAG). Adicionalmente, se puede administrar un derivado 39-desmetoxirrapamicina en combinacion con
otras terapias, incluyendo, aunque sin limitacion, radioterapia o cirugia.

En una realizaciéon, se coadministra un derivado 39-desmetoxirrapamicina con otro agente terapéutico para el
tratamiento de la enfermedad vascular; como agentes preferidos, se incluyen, aunque sin limitacion, inhibidores de
ACE, antagonistas de los receptores de angiotensina Il, derivados de acido fibrico, inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, agentes bloqueantes beta-adrenérgicos, bloqueantes de los canales del calcio, antioxidantes,
anticoagulantes e inhibidores de plaquetas (por ejemplo, Plavix™).

En una realizaciéon, se coadministra un derivado 39-desmetoxirrapamicina con ofro agente terapéutico para la
estimulacion de la regeneracion neuronal; como agentes preferidos, se incluyen, aunque sin limitacion, factores
neurotréficos, por ejemplo, factor de crecimiento de los nervios, factor de crecimiento derivado de la glia, factor de
crecimiento derivado del cerebro, factor neurotréfico ciliar y neurotrofina-3.

En una realizaciéon, se coadministra un derivado 39-desmetoxirrapamicina con otro agente terapéutico para el
tratamiento de las infecciones fungicas; como agentes preferidos, se incluyen, aunque sin limitacién, anfotericina B,
flucitosina, equinocandinas (por ejemplo, caspofungina, anidulafungina o micafungina), griseofulvina, un agente
antifingico imidazol o triazol (por ejemplo, clotrimazol, miconazol, ketoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol,
terconazol, itraconazol, fluconazol o voriconazol).

En coadministracion, se incluye cualquier medio de administracién de dos o mas agentes terapéuticos al paciente
como parte del mismo régimen de tratamiento, como sera evidente para el experto. Aunque los dos o mas agentes
pueden ser administrados simultaneamente en una sola formulacion, esto no es esencial. Los agentes pueden ser
administrados en diferentes formulaciones y en diferentes tiempos.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden ser preparadas
por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en el campo de la farmacia. Dichos procedimientos incluyen la
etapa de asociacion del principio activo (compuesto de la invencion) con el soporte, que constituye uno o mas
ingredientes accesorios. En general, las formulaciones son preparadas asociando uniforme e intimamente el
principio activo con soportes liquidos o soportes sélidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario,
dando forma al producto.

Los derivados 39-desmetoxirrapamicina de la invencion seran normalmente administrados oralmente o por cualquier
via parenteral, en forma de una formulacién farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma
de una sal de adicidon de acido o de base organicos o inorganicos no téxicos, en una forma de dosificacion
farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y del paciente que haya que tratar, asi como de la via de
administracion, las composiciones pueden ser administradas a dosis variables.

Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden ser administrados oral, bucal o sublingualmente en forma de
comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes saborizantes o
colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata, retardada o controlada.

Las soluciones o suspensiones de derivados 39-desmetoxirrapamicina adecuadas para administraciéon oral pueden
también contener excipientes, por ejemplo, N,N-dimetilacetamida, dispersantes, por ejemplo, polisorbato 80,
surfactantes y solubilizadores, por ejemplo, polietilenglicol, Phosal 50 PG (que consiste en fosfatidilcolina, acidos
grasos de soja, etanol, mono/diglicéridos, propilenglicol y palmitato de ascorbilo).

Dichos comprimidoss pueden contener excipientes, tales como celulosa microcristalina, lactosa (por ejemplo, lactosa
monohidrato o lactosa anhidra), citrato de sodio, carbonato de calcio, fosfato dibasico de calcio y glicina,
desintegrantes, tales como almidén (preferiblemente almidén de maiz, patata o tapioca), glicolato de sodio y
almidon, croscarmelosa sodio y ciertos silicatos complejos, y ligantes de granulacion, tales como polivinilpirrolidona,
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hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), macrogol 8000, sacarosa, gelatina y acacia.
Adicionalmente, se pueden incluir agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico, behenato
de glicerilo y talco.

También se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Como
excipientes preferidos a este respecto, se incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azlicar de leche o
polietilenglicoles de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, se pueden combinar los
compuestos de la invencion con diversos agentes edulcorantes o saborizantes, materias colorantes o tintes, agentes
emulsionantes y/o suspensores y diluyentes, tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y sus
combinaciones.

Se puede preparar un comprimido por compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios.
Se pueden preparar comprimidos comprimidos comprimiendo en una maquina adecuada el principio activo en una
forma libremente fluible, tal como un polvo o granulos, opcionalmente en mezcla con un ligante (por ejemplo,
povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, desintegrante (por ejemplo,
glicolato de sodio y almiddn, povidona entrecruzada, carboximetilcelulosa sodio entrecruzada), agente tensoactivo o
dispersante. Se pueden preparar comprimidos moldeados moldeando en una maquina adecuada una mezcla del
compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden estar opcionalmente
recubiertos o perforados y pueden ser formulados para proporcionar una liberacién lenta o controlada del principio
activo de su interior usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para obtener el perfil
de liberacion deseado.

Las formulaciones segun la presente invencion adecuadas para administracion oral pueden presentarse como
unidades discretas, tales como capsulas, sellos o comprimidos, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada
del principio activo; como un polvo o granulos; como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o un
liqguido no acuoso; o como una emulsion liquida de aceite en agua o una emulsion liquida de agua en aceite. El
principio activo puede también presentarse como un bolo, un electuario o una pasta.

Como formulaciones adecuadas para administracion tépica en la boca, se incluyen pastillas para chupar que
comprenden el principio activo en una base saborizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que
comprenden el principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia; y colutorios que
comprenden el principio activo en un soporte liquido adecuado.

Habria que entender que, ademas de los ingredientes particularmente mencionados con anterioridad, las
formulaciones de la presente invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica considerando el
tipo de formulacién en cuestion; por ejemplo, los que son adecuados para administracion oral pueden incluir agentes
saborizantes.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion tépica pueden ser formuladas como unguentos,
cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, apodsitos impregnados, sprays, aerosoles o
aceites, dispositivos transdérmicos, polvos espolvoreables y similares. Estas composiciones pueden ser preparadas
por procedimientos convencionales que contienen el principio activo. Asi, pueden comprender también soportes y
aditivos convencionales compatibles, tales como conservantes, solventes para ayudar a la penetracion del farmaco,
emolientes en cremas o unguentos y etanol o alcohol oleilico para lociones. Dichos soportes pueden estar presentes
en de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 98% de la composicién. Mas normalmente, formaran hasta
aproximadamente un 80% de la composicion. Sélo como ilustracion, se prepara una crema o ungiiento mezclando
cantidades suficientes de material hidrofilico y agua, con un contenido de aproximadamente un 5-10% en peso del
compuesto, en cantidades suficientes para producir una crema o unguento que tiene la consistencia deseada.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion transdérmica pueden presentarse como parches
discretos destinados a permanecer en intimo contacto con la epidermis del receptor durante un periodo de tiempo
prolongado. Por ejemplo, el principio activo puede ser administrado desde el parche por iontoforesis.

Para aplicaciones a tejidos externos, por ejemplo la boca y la piel, las composiciones son preferiblemente aplicadas
como un ungliento o una crema topica. Cuando se formula en un ungiento, el principio activo puede ser empleado
con una base de unglento parafinica o miscible en agua.

De manera alternativa, el principio activo puede ser formulado en una crema con una base de aceite en agua o una
base de agua en aceite.

Para administracion parenteral, se preparan formas de dosificacion unitaria fluidas utilizando el principio activo y un
vehiculo estéril, por ejemplo, aunque sin limitacion, agua, alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, siendo
preferida el agua. El principio activo, dependiendo del vehiculo y de la concentraciéon utilizados, puede ser
suspendido o disuelto en el vehiculo. Al preparar soluciones, el principio activo puede ser disuelto en agua para
inyeccion y esterilizado por filtracién antes de introducirlo en un vial o ampolla adecuados y de sellar estos ultimos.

Ventajosamente, se pueden disolver en el vehiculo agentes tales como anestésicos locales, conservantes y agentes
tamponantes. Para aumentar la estabilidad, se puede congelar la composicion después de introducirla en el vial y de
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eliminar el agua a vacio. Se sella entonces el polvo liofilizado seco en el vial y se puede suministrar un vial
acompafante de agua para inyeccion para reconstituir el liquido antes de su uso.

Se preparan suspensiones parenterales substancialmente del mismo modo que las soluciones, excepto por
suspender el principio activo en el vehiculo en lugar de disolverlo y por no poder ir la esterilizacion acompariada de
filtracion. Se puede esterilizar el principio activo por exposicidon a éxido de etileno antes de suspenderlo en el
vehiculo estéril. Ventajosamente, se incluye un surfactante o agente humectante en la composicion para facilitar la
distribucion uniforme del principio activo.

Los compuestos de la invencion pueden ser también administrados usando dispositivos médicos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, en una realizacion, se puede administrar una composicion farmacéutica de la invencién con un
dispositivo de inyeccién hipodérmico sin aguja, tal como los dispositivos desvelados en U.S. 5.399.163, U.S.
5.383.851, U.S. 5.312.335, U.S. 5.064.413, U.S. 4.941.880, U.S. 4.790.824 o U.S. 4.596.556. Como ejemplos de
implantes y moédulos bien conocidos Utiles en la presente invencion, se incluyen: US 4.487.603, que desvela una
bomba de microinfusiéon implantable para dispensar medicaciéon a una velocidad controlada; US 4.486.194, que
desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel; US 4.447.233, que desvela
una bomba de infusion de medicacién para suministrar medicacién a una velocidad de infusion precisa; US
4.447.224, que desvela un aparato de infusién implantable de flujo variable para el suministro continuo de farmacos;
US 4.439.196, que desvela un sistema de suministro osmaético de farmacos que tiene compartimentos multicamara;
y US 4.475.196, que desvela un sistema de suministro osmético de farmacos. En una realizaciéon especifica, el
derivado 39-desmetoxirrapamicina puede ser administrado usando un stent de elucién de farmaco, por ejemplo
correspondiente a los descritos en WO 01/87263 y publicaciones relacionadas o los descritos por Perin (Perin, EC,
2005). Muchos otros de tales implantes, sistemas de suministro y médulos son conocidos para los expertos en la
técnica.

La dosificacion que se ha de administrar de un derivado 39-desmetoxirrapamicina de la invencion variara segun el
compuesto particular, la enfermedad implicada, el sujeto, la naturaleza y gravedad de la enfermedad, la condiciéon
fisica del sujeto y la via de administracion seleccionada. La dosificacion apropiada puede ser facilmente determinada
por un experto en la técnica.

Las composiciones pueden contener desde un 0,1% en peso, preferiblemente un 5-60%, mas preferiblemente un 10-
30% en peso, de un compuesto de la invencion, dependiendo del procedimiento de administracion.

Un experto en la técnica reconocera que la cantidad 6ptima y el espaciamiento de las dosificaciones individuales de
un compuesto de la invencion vendran determinados por la naturaleza y el alcance de la afeccion que se esté
tratando, la forma, via y sitio de administracion y la edad y condicion del sujeto particular en tratamiento, y que un
médico determinara en ultimo lugar las dosificaciones apropiadas que se hayan de usar. Esta dosificacion puede ser
repetida tan a menudo como sea apropiado. Si se desarrollan efectos colaterales, se pueden alterar o reducir la
cantidad y/o la frecuencia de la dosificacién, segun la practica clinica normal.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: muestra la estructura de la rapamicina.

Figura 2: muestra la ruta de fragmentacion para la 39-desmetoxirrapamicina.

Figura 3: muestra la ruta de fragmentacion para la 39-desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil)propionilJrapamicina.

Figura 4: muestra la ruta de fragmentacion para la 39-desmetoxi-40-O-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-
metilpropanoato de 2-hidroxietilo]Jrapamicina.

Figura 5: muestra la ruta de fragmentacion para la  27-O-desmetil-39-desmetoxi-40-O-[2,2-

bis(hidroximetil)propionil]rapamicina.

Figura 6: muestra la actividad inhibitoria de mTOR de la 39-desmetoxi-40-O-[2,2-
bis(hidroximetil)propionilJrapamicina (A - triangulos rellenos) y de la 39-desmetoxi-40-O-(2-
hidroxi)etilrrapamicina (B - triangulos rellenos) en comparacion con la rapamicina (cuadrados rellenos).

Ejemplos

Métodos y materiales generales

Materiales

Todos los reactivos fueron obtenidos de fuentes comerciales y se usaron sin mayor purificacién, a menos que se
indique lo contrario.

Cultivo

Se mantuvo S. hygroscopicus MG2-1,0 [IIMNOQLhis] (WO 04/007709; Gregory y col., 2004) en placas de agar de
medio 1 (véase mas adelante) a 28°C. Se prepararon stocks de esporas tras crecimiento en medio 1, se
conservaron en glicerol al 20% p/v: lactosa al 10% p/v en agua destilada y se guardaron a -80°C. Se prepararon
cultivos vegetativos inoculando 0,1 ml de stock congelado en 50 ml de medio 2 (véase mas adelante) en un matraz
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de 250 ml. Se incubd el cultivo durante 36 a 48 horas a 28°C, 300 rpm.
Procedimiento de produccion

Se inocularon los cultivos vegetativos a un 2,5 - 5% v/v en medio 3. Se realiz6 el cultivo durante 6-7 dias, 26°C, 300
rpm.

5 Procedimiento de alimentacion

Se realiz6 la alimentacién/adicion del acido carboxilico seleccionado 24 - 48 horas después de la inoculacion y se
alimenté a 1-2 mM a menos que se indique lo contrario.

Medio 1
Componente Fuente Catalogo# Porl
Polvo de maiz macerado Sigma  C-8160 259
Extracto de levadura Difco 0127-17 34
Carbonato de calcio Sigma  C5929 39
Sulfato de hierro Sigma  F8633 0,3g
BACTO agar Difco 2140-10 2049
Almidoén de trigo Sigma  S2760 1049
Agua hasta 11

10 Se esterilizé entonces el medio por autoclavado a 121°C, 20 min.

Medio 2: Medio de semillas RapV7

Componente Por |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 59
Avedex W80 dextrin (Deymer Ingredients Ltd) 35g
Solidos de maiz macerados (Sigma) 449
Glucosa 1049
(NH4)2304 2 g
Acido lactico (80%) 1,6 ml
CaCOs3(Caltec) 79

Ajustar pHa 7,5 con NaOH 1 M

Se esterilizé entonces el medio por autoclavado a 121°C, 20 min.
Tras la esterilizacion, se afiaden 0,16 ml de glucosa al 40% a cada 7 ml de medio.

15 Medio 3: medio MD6 (medio de fermentacion)
Componente Por |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 30g
Almidén de maiz (Sigma) 30g
Avedex W80 dextrin (Deymer Ingredients Ltd) 1949
Levadura (Allinson) 39
Solidos de maiz macerados (Sigma) 19
KH2PO4 259
KoHPO, 259
(NH4)2304 10 g
NaCl 59
CaCOs3 (Caltec) 1049
MnCl,,4H,0 10 mg
MgSO04,7H.0 2,5mg
FeSO,4,7H.0 120 mg
ZnS04,7H0 50 mg

MES (acido 2-morfolinoetanosulfurico monohidrato) 21,2 g
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Corregir pH a 6,0 con NaOH 1M

Antes de la esterilizacion, se afiadieron 0,4 ml de a-amilasa de Sigma (BAN 250) a 1 | de medio.

Se esterilizé el medio durante 20 min a 121°C.

Tras la esterilizacion, se afiadieron 0,35 ml de fructosa al 40% estéril y 0,10 ml de L-lisina (140 mg/ml en agua,
esterilizada por filtraciéon) a cada 7 ml.

Medio 4: Medio de semillas Rap V7a

Componente Por |
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 59
Avedex W80 dextrin (Deymer Ingredients Ltd) 35g
Solidos de maiz macerados (Sigma) 449
(NH4)2304 2 g
Acido lactico (80%) 1,6 mi
CaCOs3(Caltec) 79

Ajustar pH a 7,5 con NaOH 1 M

Se esterilizé entonces el medio por autoclavado a 121°C, 20 min.

Medio 5: medio MD6/5-1 (medio de fermentacion)

Componente Por
Toasted Nutrisoy (ADM Ingredients Ltd) 159
Avedex W80 dextrin (Deymer Ingredients Ltd) 50 g
Levadura (Allinson) 34
Solidos de maiz macerados (Sigma) 19
KH2PO4 259
KoHPO, 259
(NH4)2304 10 g
NaCl 13g
CaCOs3 (Caltec) 1049
MnCl,,4H,0 3,5mg
MgS0O,,7H20 15 mg
FeSO,4,7H.0 150 mg
ZnS04,7H0 60 mg
SAG 471 0,1ml

Se esterilizé el medio durante 30 min a 121°C.
Tras la esterilizacion, se afiadieron 15 g de fructosa por I.
Después de 48 h, se afiadieron 0,5 g/l de L-lisina.

Meétodos analiticos
Procedimiento A

Volumen de inyeccion: 0,005-0,1 ml (segun se requiera dependiendo de la sensibilidad). Se realiz6 una HPLC en
cartuchos SB C8 Agilent "Spherisorb" "Rapida Resolucion", 3 micras, 30 mm x 2,1 mm, con una fase movil de:

Fase movil A: Acido férmico al 0,01% en agua pura
Fase movil B: Acido férmico al 0,01% en acetonitrilo
Caudal: 1 ml/minuto

Se us6 un gradiente lineal, de un 5% de B a 0 min a un 95% de B a 2,5 min manteniendo a un 95% de B hasta 4 min
y volviendo a un 5% de B hasta el siguiente ciclo. La deteccién fue por absorbancia UV a 254 nm y/o por ionizacion
por electropulverizacion de espectrometria de masas (positiva o negativa) utilizando un instrumento Micromasss
Quattro-Micro.

Procedimiento B

Volumen de inyeccion: 0,02 ml. Se realizé una HPLC en una columna BDS C18 Hypersil de 3 micras
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(ThermoHypersil-Keystone Ltd), 150 x 4,6 mm, mantenida a 50°C, con una fase mévil de:

Fase movil A: Acetonitrilo (100 ml), acido trifluoroacético (1 ml), acetato de amonio 1 M (10 ml) llevada a 1 |

con agua desionizada.
Agua desionizada (100 ml), acido trifluoroacético (1 ml), acetato de amonio 1 M (10 ml) llevada
a 11 con acetonitrilo.

Fase movil B:

Caudal: 1 ml/minuto

Se uso6 un gradiente lineal de un 55% de B - 95% de B a lo largo de 10 minutos, seguido de 2 minutos a un 95% de
B, 0,5 minutos a un 55% de B y otros 2,5 minutos a un 55% de B. Se realiz6 la deteccion del compuesto por
absorbancia UV a 280 nm.

Procedimiento C

El sistema de HPLC comprendia una Agilent HP1100 y se llevé a cabo en una columna BDS C18 Hypersil de 3
micras (Thermo- Hypersil-Keystone Ltd), 150 x 4,6 mm, mantenida a 40°C, con una fase movil de:

Fase movil A:
Fase movil B:
Caudal:

agua desionizada
acetonitrilo
1 ml/minuto

Se acopl6 el sistema a un espectrometro de masas de electropulverizacion Bruker Daltonics Esquire3000. Se usé un
cambio positivo negativo en un rango de barrido de 500 a 1.000 Dalton. Se usé un gradiente lineal de un 55% de B -
95% de B a lo largo de 10 minutos, seguido de 2 minutos a un 95% de B, 0,5 minutos a un 55% de B y otros 2,5
minutos a un 55% de B.

Procedimientos sintéticos

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en condiciones anhidras, a menos que se indique lo contrario, usando
solventes desecados comercialmente disponibles. Las reacciones fueron monitorizadas por LC-UV-MS, en un HPLC
Agilent 1100 acoplado a un espectrometro de masas Bruker Daltonics Esquire3000+ equipado con una fuente de
electropulverizacion. Se consiguid la separacion en una columna Phenomenex Hyperclone, BDS Cqg 3u (150 x 4,6
mm) a 1 ml/min, con un gradiente lineal de agua:acetonitrilo v:v 30:70 a 100% de acetonitrilo a lo largo de 10 min,
seguido de un periodo isocratico de 5 min a un 100% de acetonitrilo.

Se registraron los espectros de RMN en CDCl3 y las desviaciones quimicas 8y y ¢ estan referidas al solvente (7,26
ppm y 77,0 ppm respectivamente). Dado que la 39-desmetoxirrapamicina y sus derivados existen como una mezcla
de conformeros, todas las asignaciones corresponden unicamente al conférmero principal.

Bioensayo in vitro para la actividad anticancerosa

Se realizé la evaluacion in vitro de los compuestos en cuanto a su actividad anticancerosa en un panel de 12 lineas
de células tumorales humanas en un ensayo de proliferacion en monocapa en la Oncotest Testing Facility, Institute
for Experimental Oncology, Oncotest GmbH, Freiburg. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de las 12 lineas
celulares seleccionadas.

Tabla 1 Lineas celulares de ensayo

# Lineacelular Caracteristicas

1 MCF-7 Mama, estandar NCI

2 MDA-MB-231 Mama - PTEN positiva, resistente a 17-AAG
3 MDA-MB-468 Mama - PTEN negativa, resistente a 17-AAG
4 NCI-H460 Pulmon, estandar NCI

5 SF-268 SNC, estandar NCI

6 OVCAR-3 Ovarica - mutada en p85. Amplificada por AKT
7 A498 Renal, alta expresiéon de RMF

8 GXF 251 L Gastrica

9 MEXF 394NL  Melanoma

10 UXF 1138L Utero

11 LNCAP Prostata - PTEN negativa

12 DU145 Préstata - PTEN positiva
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Se establecieron las lineas celulares Oncotest a partir de xenoinjertos tumorales humanos como describen Roth y
col. 1999. El origen de los xenoinjertos donantes fue descrito por Fiebig y col. 1999. Se obtuvieron otras lineas
celulares del NCI (H460, SF-268, OVCAR-3, DU145, MDA-MB-231, MDA-MB-468) o se compraron a DSMZ,
Braunschweig, Alemania (LNCAP).

Todas las lineas celulares, a menos que se indique lo contrario, son cultivadas a 37°C en una atmoésfera
humidificada (95% de aire, 5% de CO3) en un medio ’listo para mezclar’ que contiene medio RPMI 1640, un 10% de
suero fetal de ternera y 0,1 mg/ml de gentamicina (PAA, Colbe, Alemania).

Ensayo en monocapa - breve descripcion del protocolo 1:

Se us6 un ensayo con yoduro de propidio modificado para valorar los efectos del/de los compuesto(s) de ensayo
sobre el crecimiento de doce lineas celulares tumorales humanas (Dengler y col., (1995)).

Para explicarlo brevemente, se recogieron las células de cultivos en fase exponencial por tripsinizacién, se contaron
y se plaquearon en placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos a una densidad de células dependiente
de la linea celular (5 -10.000 células viables/pocillo). Después de 24 h de recuperacion para permitir que las células
reasumieran el crecimiento exponencial, se afiade 0,01 ml de medio de cultivo (6 pocillos de control por placa) o
medio de cultivo que contiene macbecina a los pocillos. Se plaquea cada concentracion por triplicado. Se aplican los
compuestos en dos concentraciones (0,001 uM y 0,01 uM). Después de 4 dias de exposicién continua, se substituye
el medio de cultivo celular con o sin compuesto de ensayo por 0,2 ml de una solucién acuosa de yoduro de propidio
(PI) (7 mg/l). Para medir la proporcion de células vivas, se permeabilizan las células congelando las placas. Después
de descongelar las placas, se mide la fluorescencia usando el lector de microplacas Cytofluor 4000 (excitacion 530
nm, emision 620 nm), que da una relacion directa con el numero total de células viables.

La inhibicion del crecimiento es expresada como tratado/control x 100 (% T/C). Para los compuestos activos, se
estimaron los valores de la Clsp y la Cl7o representando la concentracion del compuesto frente a la viabilidad celular.

Ejemplo 1. Fermentacion y aislamiento de la 39-desmetoxirrapamicina

Se produjo 39-desmetoxirrapamicina haciendo crecer cultivos de S. hygroscopicus MG2-10 [IUMNOQLhis] y
alimentando con &cido ciclohexanocarboxilico (CHCA) como se describe a continuacion.

Cultivo liquido

Se cultivd un cultivo vegetativo de S. hygroscopicus MG2-10 [IJMNOQLhis] como se describe en Materiales y
Métodos. Se inocularon los cultivos de produccion con cultivo vegetativo a razén de 0,5 ml en 7 ml de medio 3 en
tubos de 50 ml. Se llevé a cabo el cultivo durante 7 dias, 26°C, 300 rpm. Se extrajeron muestras de 1 ml en
acetonitrilo 1:1 con agitacion durante 30 min, se centrifugaron durante 10 min a 13.000 rpm y se analizaron y
cuantificaron segun el Procedimiento de analisis B (véase Materiales y Métodos). Se determiné la confirmacion del
producto por espectrometria de masas usando el Procedimiento de analisis C (véase Materiales y Métodos).

Se propuso que el analogo de rapamicina observado era la 39-desmetoxirrapamicina deseada en base a los datos
analiticos discutidos mas adelante en la caracterizacion.

Fermentacion

Se cultivd un cultivo vegetativo primario en Medio 4 de S. hygroscopicus MG2-10 [IJMNOQLhis] esencialmente
como se describe en Materiales y Métodos. Se inocul6 un cultivo vegetativo secundario en Medio 4 a un 10% vl/v,
28°C, 250 rpm, durante 24 h. Se inocularon los cultivos vegetativos a un 5% v/v en medio 5 (véase Materiales y
Métodos) en un fermentador de 20 I. Se realiz6 el cultivo durante 6 dias a 26°C, 0,5 vvm. Se mantuvo > 30% de
oxigeno disuelto alterando la velocidad de la punta de la hélice, velocidad minima de la punta de 1,18 ms'1,
velocidad maxima de la punta de 2,75 ms™'. Se realiz6 la alimentacion de acido ciclohexanocarboxilico a las 24 ya
las 48 horas después de la inoculacion, para obtener una concentracion final de 2 mM.

Extraccién y purificacion

Se agitd el caldo de fermentacion (30 ) con igual volumen de metanol durante 2 horas y se centrifugd después para
obtener una pella de células (10 min, 3.500 rpm). Se agité el sobrenadante con resina Diaion® HP20 (43 g/l) durante
1 hora y se filtré después. Se lavd la resina a modo de lotes con acetona para purificar el analogo de rapamicina y se
elimind el solvente a vacio. Se diluy6 luego el concentrado acuoso a 2 | con agua y se extrajo con acetato de etilo (3
x 2 1). Se eliminé el solvente a vacio, para obtener un aceite marrén (20,5 g).

Se disolvio el extracto en acetona, se seco sobre silice, se aplicd a una columna de silice (6 x 6,5 cm de diametro) y
se eluyd con un gradiente por etapas de acetona/hexano (20% - 40%). Se juntaron las fracciones que contenian el
analogo de rapamicina y se eliminé el solvente a vacio. Se cromatografié luego el residuo (2,6 g) (en tres lotes)
sobre Sephadex LH20, eluyendo con 10:10:1 cloroformo/heptano/etanol. Se purificé el analogo de rapamicina
semipurificado (1,7 g) por HPLC preparatoria de fase invertida (C18) usando un HPLC Gilson, eluyendo una
columna Phenomenex 21,2 x 250 mm Luna 5 ym C18 BDS con 21 ml/min de acetonitrilo al 65%/agua. Se
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combinaron las fracciones mas puras (identificadas por HPLC analitica, Procedimiento B) y se eliminé el solvente a
vacio, para obtener 39-desmetoxirrapamicina (563 mg).

Caracterizacion

El espectro de 'H RMN de la 39-desmetoxirapamicina era equivalente al de un patrén (P. Lowden, Ph.D.
Dissertation, University of Cambridge, 1997). BC-RMN (125 MHz), 8¢ (ppm): 215,75, 208,27, 169,19, 166,71, 140,13,
135,94, 133,61, 130,10, 129,62, 126,80, 126,33, 98,42, 84,77, 84,37, 75,85, 70,91, 67,10, 59,44, 55,82, 51,21,
46,50, 44,17, 41,39, 40,70, 40,16, 38,74, 38,37, 35,44, 35,26, 35,08, 33,78, 33,64, 33,04, 32,37, 31,22, 30,41, 27,24,
27,02, 25,27, 21,48, 20,58, 16,24, 15,95, 15,78, 13,74, 13,00, 10,12.

El analisis de LCMS y LCMS" de extractos de cultivo mostré que la razon m/z para el nuevo analogo de rapamicina
es 30 unidades de masa atémica menor que el de la rapamicina, lo cual es consistente con la ausencia de un grupo
metoxi. lones observados: [M-H]" 882,3, [MINH]* 901,4, [M+Na]" 906,2, [M+K]" 922,2. La fragmentacion del aducto
de sodio dio los iones predichos para la 39-desmetoxirrapamicina siguiendo una ruta de fragmentacion previamente
identificada (Figura 2) (J. A. Reather, Ph.D. Dissertation, University of Cambridge, 2000). Estos datos de
fragmentacion de espectrometria de masas estrechan la region del nuevo analogo de rapamicina en la que se ha
producido la pérdida de un metoxi al fragmento C28-C42 que contiene el resto ciclohexilo. Estos datos de
fragmentacion de espectrometria de masas son totalmente consistentes con la 39-desmetoxirrapamicina.

Ejemplo 2: 39-desmetoxi-40-0-[2,2-bis(hidroximetil)propioniljrapamicina

Se sintetizd 39-desmetoxi-40-0O-[2,2-bis(hidroximetil)propionilJrapamicina a partir de 39-desmetoxirrapamicina segun
el siguiente procedimiento.

2.1 Sintesis de 39-desmetoxi-28-O-trimetilsiliirapamicina

Se disolvieron 39-desmetoxirapamicina (170 mg, 0,17 mmol) e imidazol (51 mg, 0,75 mmol) en 5 ml de acetato de
etilo a 0°C. Se afiadi6 a esta solucion fria clorotrimetilsilano (77 mg, 0,09 ml, 0,71 mmol) gota a gota a lo largo de un
periodo de 10 min. Se continud agitando durante 60 min mas para completar la formacion del éter 28,39-bis-O-
trimetilsililico. Después de ese periodo, se afiadieron 0,4 ml de acido sulfurico acuoso 0,5 N y se agité la mezcla
durante 2,5 h a 0°C. Se afiadieron 20 ml de acetato de etilo y se lavé la capa organica con solucién salina acuosa
saturada, una solucién saturada de hidrogeno carbonato de sodio y agua. La desecacion sobre sulfato de sodio y la
concentracion a presion reducida dieron el éter 28-O-trimetilsililico como un sélido incoloro, que fue usado sin mayor
purificacion para la reaccion siguiente.

'H-RMN (400 MHz, CDCls), & (ppm): 4,07 (d, 1H, J=6,5 Hz, C(28)-H), 0,00 (s, 9H, 28-O-TMS). MS (ESI) m/z 978
[M+Na]*

2.2. Sintesis de anhidrido 2,4,6-triclorobenzoico 2’°,2’,5-trimetil-1’,3’-dioxano-5’-carboxilico

Se afadieron 2,2-dimetoxipropano (13,5 g, 130 mmol) y acido p-toluensulféonico monohidrato (100 mg, 0,53 mmol,
0,4% mol) a una solucién de acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico (13,5 g, 100 mmol) en acetona (100 ml). Se agité
la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 2 h. Después de ese periodo, se afiadio hidrégeno carbonato
de sodio humedo y se agité la mezcla durante 5 minutos mas. Se decanto el sobrenadante y se concentré a presion
reducida. Se trato el solido resultante con éter dietilico (3 x 50 ml) y se concentraron los extractos organicos
combinados a presion reducida, para obtener un sélido blanco, 16,2 g (93%). 'H-RMN (400 MHz, CDCl3), § (ppm):
4,19 (d, 1H, J=12,0Hz) 3,68 (d, 1H, J=12,0Hz) 1,45 (s, 1H) 1,41 (s, 1H) 1,20 (s, 1H).

Se convirtié entonces este material en un anhidrido mixto activado mediante el procedimiento de US 5.362.718. Asi,
se disolvio el acetonido (1,04 g, 5,98 mmol) en THF (20 ml), se enfrié hasta 0°C y se traté mediante adicion gota a
gota de trietilamina (0,83 ml, 5,98 mmol) y cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo (0,93 ml, 5,98 mmol). Se agit6 luego la
reaccion a temperatura ambiente durante 5 horas. Se filtré el precipitado resultante y se lavé con THF (10 ml). Se
redujo el filtrado combinado a vacio a un sélido amorfo blanco, que fue usado (como se indica a continuacion) sin
mayor purificacion.

2.3. Sintesis de 39-desmetoxirrapamicina 28-O-trimetilsilil éter, 40-éster con acido 2,2,5-trimetil[1,3-dioxano]-5-
carboxilico

Se disolvié 28-O-trimetilsilil-39-desmetoxirrapamicina bruta (200 mg, a partir de 0,177 mmol de 39-
desmetoxirrapamicina) del ejemplo 2,1 en 2 ml de diclorometano. Se enfri6 la solucién hasta 0°C y se afiadi6 DMAP
(102 mg, 0,84 mmol). Se afiadié luego una solucién de anhidrido 2,4,6-triclorobenzoico 2’,2’,5-trimetil-1’,3’-dioxano-
5’ carboxilico (159 mg, 0,42 mmol) en 1 ml de diclorometano a lo largo de un periodo de 10 min. Se agité la mezcla
de reaccion a 0°C durante 5 h y se monitorizé la conversion por LC/MS. Se diluyé la mezcla de reaccién con 7 ml de
diclorometano y se apag6 por adicién de 5 ml de agua. Se separ6 la capa organica y se lavd sucesivamente con
acido sulfarico 0,5 N, soluciéon de hidrégeno carbonato de sodio y agua. La desecacion sobre sulfato de sodio y la
concentracion a presion reducida dieron el compuesto del titulo como una espuma incolora, que fue usada
inmediatamente sin mayor purificaciéon. MS (ESI) m/z 1111 [M-H].
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2.4. 39-Desmetoxi-40-0O-[2,2-bis(hidroximetil)propionillrapamicina

Se disolvio el éter 39-desmetoxirrapamicin-28-O-trimetilsililico bruto, 40-éster con acido 2,2,5-trimetil[1,3-dioxano]-5-
carboxilico del ejemplo 2,3 en 2 ml de acetona y se afiadieron 0,5 ml de acido sulfurico 0,5 N. Se agité la mezcla de
reaccion durante 5 h a temperatura ambiente y se neutralizé después por adiciéon de 5 ml de solucion saturada de
hidrégeno carbonato de sodio y 5 ml de agua. Se extrajo la mezcla acuosa con acetato de etilo y se secaron los
extractos organicos combinados sobre sulfato de sodio. La concentracion a presion reducida dio un sélido incoloro,
que fue purificado por cromatografia de exclusion por tamafios en Sephadex LH20 usando
cloroformo/heptano/etanol (v:v:iv 10:10:1) como eluyentes.

'H-RMN (500 MHz, CDCls), & (ppm): 4,72 (m, 1 H, C(40)-H), 3,87 (m, 2H), 3,69 (m, 2H), 1,03 (s, 3H); ">C-RMN (125
MHz, CDCl3), & (ppm): 175,52, 74,04 (C(40)), 68,73 (2C), 48,90, 17,09. MS (ESI) m/z 1023 [M+Na]".

Ejemplo 3: 39-Desmetoxi-40-0-(2-hidroxi)etilrapamicina
3.1. Triflato de 2-(terc-butildimetilsilil) oxietilo

Se enfrié una solucion de 2-(fect-butildimetilsilil)etilenglicol (125 mg, 0,71 mmol) y 2,6-lutideno (0,08 ml, 0,69 mmol)
en 6 ml de diclorometano hasta -78°C. Se afiadio anhidrido trifluorometanosulfénico (0,11 ml, 0,65 mmol) a lo largo
de un periodo de 5 min y se continud agitando durante 15 min mas a -78°C para completar la formacion del triflato.
Se uso el triflato in situ para la reaccion que se describe en 3,2 a continuacion.

3.2. 40-O-[2-(terc-Butildimetilsilil) Jetil-39-desmetoxirrapamicina

Se trataron 39-desmetoxirrapamicina (300 mg, 0,34 mmol) y 2,6-di-terc-buitilpiridina (1,5 ml, 6,68 mmol) con ftriflato
de 2-(terc-butildimetilsilil)oxietilo (0,65 mmol en 6 ml de diclorometano) a temperatura ambiente. Se concentr6 esta
solucion a un tercio de su volumen original con una suave corriente de nitrégeno y se agitd la suspension resultante
durante 72 h mas a temperatura ambiente. Después de ese periodo, se afiadieron soluciéon saturada de hidrégeno
carbonato de sodio (5 ml) y agua (5 ml) y se agitd la mezcla durante 30 min. Se separd la capa organica y se extrajo
la fase acuosa con acetato de etilo (2 x 5 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre sulfato de sodio
y se concentraron a presion reducida, para obtener un aceite incoloro. La purificacion por cromatografia en columna
de silice usando un gradiente de hexano a hexano/acetona (v:v 1:1) dio el producto como un solido incoloro.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 4,16 (d, 1H, J = 6,5 Hz, C(28)-H), 3,73 (t, 2H, J = 5,7 Hz), 3,52 (t, 2H, J = 5,7
Hz), 0,89 (s, 9H), 0,06 (s, 6H); *C-RMN (125 MHz, CDCls), 5 (ppm): 76,61 (C-40), 69,31 (CH,), 63,03 (CH,), 25,92
(3C), 18,36, -5,23 (2C).

MS (ESI) m/z 1065 [M+Na]".

3.3. 39-Desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrapamicina

Se traté una solucién de 40-0-[2-(ferc-butildimetilsilil)]etil-39-desmetoxirrapamicina (160 mg, 0,15 mmol) en 2 ml de
acetona con 0,3 ml de acido sulfurico 0,5 N a temperatura ambiente. Se dejo que la solucién reposara a temperatura
ambiente durante 3 h y se apagd después por adicién de 5 ml de solucion saturada de hidrégeno carbonato de sodio
y 10 ml de agua. Se extrajo la mezcla acuosa con acetato de etilo (3 x 10 ml) y se secaron los extractos organicos
combinados sobre sulfato de sodio. La concentracién a presion reducida dio un sélido incoloro, que fue purificado
por HPLC (agua/acetonitrilo v:v 20/80).

'H-RMN (500 MHz, CDCl3), & (ppm): 4,16 (d, 1H, J = 6 Hz), 3,70 (m, 2H), 3,57 (m, 2H), 3,20 (m, 1H, C(40)-H); "*C-
RMN (125 MHz, CDCls), & (ppm): 78,65 (C-40), 77,20 (C-28), 68,93 (CH20), 62,10 (CH20).

MS (ESI) m/z 951 [M+Na]"

Ejemplo 4 39-Desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil)propionilJrapamicina a través de esterificacion catalizada
por lipasa de 39-desmetoxirrapamicina

Se calent6 una mezcla de 39-desmetoxirrapamicina (720 mg, 0,82 mmol), 2,2,5-trimetil[1,3-dioxano]-5-carboxilato de
vinilo (244 mg, 1,22 mmol), lipasa PS-C "Amano" Il (720 mg) y tamices moleculares de 0,5 nm (250 mg) en ferc-butil
metil éter anhidro (3,5 ml) hasta 43°C bajo una atmdsfera de argén. Después de 48 h, la monitorizacion por LC/MS
mostré una conversion completa del material de partida. Se afadié THF (10 ml) y se filtré la mezcla a través de una
almohadilla de Celite. Se lavo la enzima con THF (2 x 10 ml) y se concentraron los extractos organicos combinados
a presion reducida. Se disolvio el residuo en THF (50 ml) y se afiadié H>SO4 (15 ml, 0,5 N). Se dejo que la solucién
reposara a temperatura ambiente durante 5 h y se apagd luego la reaccion por adicion de NaHCO3 (50 ml, 5%) y
solucién salina saturada (50 ml). Se extrajo la mezcla acuosa con EtOAc (3 x 100 ml) y se secaron los extractos
organicos combinados sobre MgSO.. La eliminacion de los solventes dio el producto como un semisodlido. La
purificacion por cromatografia instantanea (hexano/acetona 1:1) dio el producto como un sélido incoloro.

Los datos de RMN son idénticos a los del ejemplo 2,4.

MS (ESI) m/z 1022 [M+Na]". La fragmentacion del aducto de sodio dio iones a m/z 850, 728, 693, 614, 560, 545, 441
y 431 segun el patrén de fragmentacion mostrado en la Figura 3.

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 527 530 T3

Ejemplo 5: 39-Desmetoxi-40-O-[2-hidroxietil 3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropanoato]rapamicina

Se calentd una mezcla de 39-desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrrapamicina (40 mg, 0,04 mmol), 2,2,5-trimetil[1,3-
dioxano]-5-carboxilato de vinilo (25 mg, 0,13 mmol), lipasa PS-C "Amano" Il (40 mg) y tamices moleculares de 0,5
nm (40 mg) en terc-butil metil éter anhidro (2 ml) hasta 43°C bajo una atmoésfera de argon. Después de 72 h, la
monitorizacion por LC/MS mostré una conversion completa del material de partida. Se afiadio THF (10 ml) y se filtro
la mezcla a través de una almohadilla de Celite. Se lavo la enzima con THF (2 x 10 ml) y se concentraron los
extractos organicos combinados a presion reducida. Se disolvié el residuo en acetona (7,5 ml) y se afiadié H.SO4
(2,5 ml, 0,5 N). Se dejoé que la solucion reposara a temperatura ambiente durante 2 h y se apago luego la reaccion
por adicion de NaHCO3 sat. (10 ml) y agua (10 ml). Se extrajo la mezcla acuosa con EtOAc (3 x 10 ml) y se secaron
los extractos organicos combinados sobre MgSOa. La eliminacion de los solventes dio el producto como un sélido
amarillento. La purificacion por HPLC preparatoria en una columna Phenomenex 21,2 x 50 mm Luna 5 um C18 BDS
usando un gradiente de 70:30 MeCN/agua a 100% MeCN a lo largo de 15 min dio el producto como un solido
incoloro.

MS (ESI) m/z 1067 [M+Na]". La fragmentacion del aducto de sodio dio iones a m/z 894, 772, 738, 614, 604, 589, 475
y 441 segun el parén de fragmentacion mostrado en la Figura 4.

Ejemplo 6: 27-O-Desmetil-39-desmetoxi-40-0-[2,2-bis(hidroximetil)propionillJrapamicina
6.1 27-0O-Desmetil-39-desmetoxirrapamicina, 40-éster con acido 2,2,5-trimetil[1,3-dioxano]-5-carboxilico

Se calenté una mezcla de 27-O-desmetil-39-desmetoxirrapamicina (30 mg, 0,034 mmol), 2,2,5-trimetil[1,3-dioxano]-
5-carboxilato de vinilo (34 mg, 0,17 mmol), lipasa PS-C "Amano" Il (30 mg) y tamices moleculares de 0,5 nm (30 mg)
en tect-butil metil éter anhidro (2 ml) hasta 43°C bajo una atmdsfera de argén durante 72 h. Se afiadié THF (10 ml) y
se filtrd la mezcla a través de una almohadilla de Celite. Se lavé la enzima con THF (2 x 10 ml) y se concentraron los
extractos organicos combinados a presion reducida, para obtener un semisélido amarillento. La purificacion por
cromatografia instantanea usando hexano:acetona (v:v 2:1) dio el producto como un sélido amarillo claro.

MS (ESI) m/z 1049 [M+Na]".
6.2 27-O-Desmetil-39-desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil )propionil]rapamicina

Se disolvié el material de 6,1 en acetona (6 ml) y se afiadié H,SO4 (2 ml, 0,5 N). Se dejo que la solucion reposara a
temperatura ambiente durante 2 h y se apagé luego la reaccién por adicion de NaHCO3 sat. (10 ml) y agua (10 ml).
Se extrajo la mezcla acuosa con EtOAc (3 x 10 ml) y se secaron los extractos organicos combinados sobre MgSOa..
La eliminacién de los solventes dio el producto como un sélido amarillento. La purificacién por HPLC preparatoria en
una columna Phenomenex 21,2 x 50 mm Luna 5 um C18 BDS usando un gradiente de 70:30 MeCN/agua a 100%
MeCN a lo largo de 15 min dio el producto como un sélido incoloro.

MS (ESI) m/z 1009 [M+Na]". La fragmentacion del aducto de sodio dio iones a m/z 836, 679, 600, 560, 531, 431, 427
segun el patron de fragmentacion mostrado en la Figura 5. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & ppm 4,73 (m, 1 H, C(40)-H),
4,32 (d, J=4,5 Hz, 1 H, C(27)-H), 4,19 (d, J=4,5 Hz, 1 H, C(28)-H), 3,89 (m, 2 H), 3,70 (m, 2 H) 1,03 (s, 3 H).

Ejemplo 7. Evaluacioén in vitro de la actividad anticancerosa de 39-desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrrapamicina
y 39- desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil)propionillrapamicina

Se realiz6 la evaluacion in vitro de la 39-desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrrapamicina y de la 39-desmetoxi-40-O-[2,2-
bis(hidroximetil)propionillrapamicina en cuanto a actividad anticancerosa en un panel de 12 lineas celulares
tumorales humanas, en un ensayo de proliferacion en monocapa como se describe en el Protocolo 1 en los
procedimientos generales anteriores usando un ensayo con yoduro de propidio modificado.

En la siguiente Tabla 3 se muestran los resultados; cada resultado representa la media de experimentos por
duplicado. La Tabla 4 muestra la Clso y la Cl;o medias para los compuestos en las lineas celulares estudiadas,
mostrando la rapamicina como referencia.
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Tabla 4
Rapamicina 39-desmetoxi-40-O-(2- hidroxi)etil 39-desmetoxi-40-O-[2,2-
rapamicina bis(hidroximetil)propionillrapamicina
Clsp media (microM) 3,5 2,2* 2,0
Clzo media (microM) 9.1 5,513* 45
* - la media se basaba en las 9 lineas celulares para las que habia datos disponibles.

Ejemplo 8: Ensayos de union in vitro
FKBP12

FKBP12 se despliega reversiblemente en el desnaturalizante quimico clorhidrato de guandinio (GdnHCI) y se puede
monitorizar el desplegamiento por el cambio en la fluorescencia intrinseca de la proteina (Main y col., 1998). Los
ligandos que se unen especificamente a FKBP12 y estabilizan su estado nativo cambian la curva de
desnaturalizacion, de tal forma que la proteina se despliega a mayores concentraciones de desnaturalizante quimico
(Main y col., 1999). A partir de la diferencia en estabilidad, se puede determinar la constante de unién a ligando
usando la ecuacion 1,

AG,,, =AGH%, +RT1n(1+—[I—§1) (1)

d

en la que AGgpp es la diferencia aparente en la energia libre del desplegamiento entre formas libres y unidas a
ligando, AGg_’x es la energia libre del desplegamiento en agua de la proteina libre, [L] es la concentracion de

ligando y Ky es la constante de disociacion para el complejo proteina-ligando (Meiering y col., 1992). La energia libre
del desplegamiento puede ser relacionada con el punto medio de la transicién del desplegamiento usando la
siguiente ecuacion:

AG{,"E,OJ = ip_y[Dlson (2)

en la que mp.y €s una constante para una proteina dada y un desnaturalizante dado y que es proporcional al cambio
en el grado de exposicion de los residuos en el desplegamiento (Tanford 1968 y Tanford 1970), y [D]so% es la

concentracion de desnaturalizante correspondiente al punto medio del desplegamiento. Definimos AAGI{:,_N, la

diferencia en la estabilidad de FKBP12 con rapamicina y ligando desconocido (a la misma concentracion de ligando),
como:

AAG;-N =<mp_y > AlDl5, (3)

en la que < mp.y > es el valor medio de m de la transicion del desplegamiento y A[Dlso la diferencia en los puntos
medios para la transicion del desplegamiento rapamicina-FKBP12 y la transicion del desplegamiento complejo
ligando desconocido-FKBP12. En condiciones en las que [L] > Ky, entonces, AAGp.n, puede ser relacionado con las
Ky relativas de los dos compuestos mediante la ecuacion 4:

X
K d

rap
K;

AAGE_,, = RTIn (4)

en la que K;"P es la constante de disociacion para la rapamicina y K"i" es la constante de disociacion para el ligando
desconocido X. Por lo tanto,

<Mp_y > A[D]so%)

K =K exp( RT -

El ajuste de cada curva de desnaturalizacion genera valores para mp.y y [Dlso%, que pueden ser usados para
. X . ’
calcular un valor medio de m, < mp.y >, y A[D]so%, Y por ello K - Se usa el valor en la literatura de K;“p de 0,2 nM.

En algunos casos, debido a la baja solubilidad del compuesto de ensayo, se usaron menores concentraciones del
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compuesto de ensayo que en el experimento de control de la rapamicina. En estos casos se tomaron en cuenta las
diferencias entre la concentracion del compuesto de ensayo y la concentracion del control de rapamicina usando la
siguiente ecuacion 6:

KX = Krap (1 +[L]x)

<mp_y > AlD]sp,
: CXp( D-N [ ]50/)

T (1+[L],) RT

(6)

Tabla 5 - Resultados del ensayo de union in vitro de FKBP-12

Ligando [L] uM FKBP12 Ky (nM)
Rapamicina 10 0,2
39-Desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrapamicina 1,6 3,7
39-Desmetoxi-40-0O-[2,2-bis(hidroximetil)propionillrapamicina 6,67 1,1

mTOR

Se establecid la inhibicion de mTOR indirectamente por medicién del nivel de fosforilacion de los marcadores
substitutos de la ruta mTOR y p70S6 kinasa y S6 (Brunn y col., 1997; Mothe-Satney y col., 2000; Tee y Proud, 2002;
Huang y Houghton, 2002).

Se cotransfectaron células HEK293 con mTOR marcado con FLAG y Raptor marcado con myc, se cultivaron durante
24 h y se privaron luego de suero durante la noche. Las células fueron estimuladas con 100 nM de insulina y luego
recogidas y lisadas por 3 ciclos de congelacion/descongelaciéon. Se juntaron los lisados y se inmunoprecipitaron
cantidades iguales con anticuerpo FLAG para el complejo mTOR/Raptor. Se procesaron los inmunoprecipitados: las
muestras tratadas con compuesto (de 0,00001 a 0,003 mM) fueron preincubadas durante 30 min a 30°C con
FKBP12/rapamicina, FKBP12/derivado 39-desmetoxirrapamicina o vehiculo (DMSO), y las muestras no tratadas
fueron incubadas en tampodn kinasa. Se sometieron entonces los inmunoprecipitados a un ensayo de kinasa in vitro
en presencia de 3 mM ATP, 10 mM Mn," y GST-4E-BP1 como substrato. Se detuvieron las reacciones con tampén
de muestra 4x y luego se sometieron a 15% SDS-PAGE, se transfirieron en humedo a una membrana de PVDF y se
sondearon luego en cuanto a fosfo-4E-BP1 (T37/46). Se cuantificaron las bandas del Western blot por analisis de
imagen usando Image J (http://rsb.info.nih.gov/ii/). La Figura 6A muestra las curvas de dosis-respuesta para la
rapamicina (cuadrados rellenos) y la 39-desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil)propionilJrapamicina (triangulos
rellenos). La Figura 6B muestra las curvas de dosis-respuesta para la rapamicina (cuadrados rellenos) y la 39-
desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrrapamicina (triangulos rellenos).

De manera alternativa, se sembraron células HEK293 en placas de 6 pocillos y se preincubaron durante 24 h y se
les privo después de suero durante la noche. Se pretrataron las células con vehiculo o compuesto durante 30 min a
30°C, se las estimuld después con 100 nM de insulina durante 30 min a 30°C y se lisaron por medio de 3 ciclos de
congelacién/descongelacion y se estudiaron en cuanto a la concentracién de proteina. Se cargaron cantidades
iguales de proteina y se separaron en geles de SDS-PAGE. Se transfirié la proteina en humedo a una membrana de
PVDF y luego se la sonded en cuanto a fosfo-S6 (S235/36) o fosfo-p70 S6K (T389). Se cuantificaron las bandas del
Western blot por analisis de imagen usando Image J (http:/rsb.info.nih.gov/ij/).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto segun la Formula (1) siguiente:

en la que:

X representa un enlace o CHy;

R+ representa un grupo ceto o (H,H);

R: representa OH u OMe;

Rs representa H, OH u OMeg;

R4 y Rs representa cada uno independientemente H u OH;

Re representa -R7, -C(O)R7, -(CHz)z-O-[C R21 Rzz-O]a-C(O)-R23; -CR21 Rzz-O-C(O)-st,} -POR19R20,
-PO(OR19)(OR20) o Y-R15;

R7 representa -(CRaRg)m(CR1oR11)pCR12R13R14;

Rs y Ro representa cada uno independientemente alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4o alquinilo C2-C4, pudiendo
estar cualquiera de estos grupos opcionalmente substituido con -PO(OH);, -CF2PO(OH)., -OH, -COOH o -NHj; o
Rs y Ro representan cada uno independientemente H, trifluorometilo o F;

R0, R11, R12, R13 ¥ R14 representa cada uno independientemente alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-
C4, pudiendo estar cualquiera de estos grupos opcionalmente substituido con -PO(OH);, -CF,PO(OH),, -OH, -
COOH o -NHjy; o R1o, R11, R12, R13 y R14 pueden ser independientemente seleccionados entre H, -(CRgRg)qNHz, -
(CRsR9)¢OH, CF3, F, COOH; 0 R0 y R11 0 Ri2 y Ri3 0 R13 ¥y R14 pueden ser tomados junto con el carbono al que
estan unidos para formar un C3-C6 cicloalquilo o un anillo de heteroalquilo de 3 a 6 miembros que contiene uno
0 mas heteroatomos seleccionados entre N, O y S y que esta opcionalmente substituido con hasta 5 grupos -
(CRaRg)qOH, -(CRaRg)qNHz o COOH;

Y = enlace, -C(0O)-O-, -(CH3),-O-C(0)-O-;

R1s representa

Ris Rig

los Ris son cada uno independientemente H u OH;

R17 es independientemente seleccionado entre H, OH y NHj;

R1s es independientemente seleccionado entre H, -CHs;, -CH,OH y -COOH;

con la condicién, sin embargo, de que no mas de 2 grupos seleccionados entre Ry, R17 y R1g representen H o
CH3;

R19 ¥ R representa cada uno independientemente H o C1-C4 alquilo, o R1g y Roo representan juntos =CHj;

R21 es independientemente seleccionado entre H, CHg;

R22 es independientemente seleccionado entre H, -CHs, -CH=CH,, -CH.ClI, -CHClI,, -CCls3, -CH(OH)Me,-CH,OH,
-CH,CHs, -CH(CI)Me;
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R23 es independientemente Rz, Y-Ri5 0 un anillo de arilo o heteroarilo de 5 o 6 miembros opcionalmente
substituido con entre uno y tres grupos seleccionados entre OH, F, Cl, Br, NO2 y NHy;

arepresenta0o 1;

m, p y q representa cada uno independientemente un ndmero entero de 0-4;

con la condicién, sin embargo, de que el resto Ry no contenga mas de 12 atomos de carbono y si contiene al menos
un grupo funcional seleccionado entre -PO(OH),, -CF,PO(OH),, -COOH, OH o NHj;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que Rs representa -Ry.

. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que Rg representa -C(O)Ry.

. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que Rg representa -(CHz)2-O-[CR21R22-0]5-C(O)-R2s.
. Un compuesto segun la reivindicacion 4 en el que Rz3 representa Ry.

. Un compuesto segun la reivindicacion 4 en el que Rz representa Y-Rs.

. Un compuesto segun la reivindicacion 1-5 en el que Ry contiene 7 o menos atomos de carbono.

. Un compuesto segun la reivindicacion 7, en el que Ry contiene 5 o menos atomos de carbono.

© o0 N o o »~ w

. Un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 u 8 en el que Ry contiene dos grupos
seleccionados entre -PO(OH),, -CF2PO(OH),, -OH, -COOH y -NHa.

10. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 9 en el que Ry contiene al menos un
grupo funcional seleccionado entre -COOH, OH y NH..

11. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 07 a 10 en el que p representa 0 o 1.

12. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 07 a 11 en el que m representa 0 o 1.

13. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 07 a 12 en el que q representa 0, 1 0 2.
14. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 0 7 a 13 en el que R representa H.

15. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o 7 a 14, en el que R1, representa H.

16. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 0 7 a 15, en el que R13 representa H o OH.

17. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 16 en el que p representa 1, y Rqo
representa Me, OH o CH,OH.

18. Un compuesto seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 16 en el que p representa 1 y R4
representa Me, H o CH,OH.

19. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 07 a 10 en el que m y p representan ambos 0,
R12 y Ri3 representan ambos H y Ri4 representa -(CRgRg);-OH en el que g =0 0 1y Rg y Ro representan ambos H.

20. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 10 en el que p representa 1 y m
representa 0, Rio y R11 representan ambos H, Ri2 representa H, Rq3 representa H, OH o NHz y Ry4 representa -
(CRgRo);-OH enelque =00 1y Rsy Rg representan ambos H.

21. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 10 en el que Rs representa el residuo
derivado de la formaciéon de un éster con acido hidroxiacético, acido 3-hidroxi-2,2-dimetilpropiénico, acido 2,3-
dihidroxipropidnico, acido 3-hidroxi-2- hidroximetilpropiénico o acido 2,2-bis(hidroximetil)propionico.
22. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 7 a 10 en el que Rs representa el residuo
derivado de la formacién de un éter con acido hidroxiacético, acido 3-hidroxi-2,2-dimetilpropidnico, acido 2,3-
dihidroxipropidnico, acido 3-hidroxi-2- hidroximetilpropiénico o acido 2,2-bis(hidroximetil)propionico.

23. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 39-desmetoxi-40-O-[2,2-bis(hidroximetil)propionilJrapamicina o
una sal farmacéuticamente aceptable del misma.

24. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 39-desmetoxi-40-O-(2-hidroxi)etilrrapamicina o una sal
farmacéuticamente aceptable del misma.

25. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 39-desmetoxi-40-O-[2-hidroxietil-3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-
metilpropanoato]rapamicina o una sal farmacéuticamente aceptable del misma.
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26. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 27-O-desmetil-39-desmetoxi-40-O-[2,2-
bis(hidroximetil)propionilJrapamicina o una sal farmacéuticamente aceptable del misma.

27. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que R representa -POR19R.
28. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que R6 representa -PO(OR19)(OR2o).

29. Un compuesto segun la reivindicacién 27 o 28 en el que R19 y Roo representan ambos CHs o representan ambos
CH2CHs.

30. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que Rg representa Y-Rjs.

31. Un compuesto segun la reivindicacion 30 en el que el grupo R+s representa

O R1g .

Ri7 Rie
Ry

32. Un compuesto segun la reivindicacion 31 en el que R+s es un resto formado por formacion de un acetal con
glucosa, glucosamina, acido glucurdnico o arabinosa.

33. Un compuesto segun la reivindicacion 31, en el que R+s es un resto formado por formacion de un acetal con D-
glucosa.

34. Un compuesto segun la reivindicacion 31, en el que R+s es un resto formado por formacion de un acetal con D-
glucosamina.

35. Un compuesto segun la reivindicacion 31, en el que Rys es un resto formado por formaciéon de un acetal con
acido D-glucurénico.

36. Un compuesto segun la reivindicacion 30 en el que Rys representa:

37. Un compuesto segun la reivindicacion 36, en el que Rys es un resto formado por formacion de un acetal con
fructosa.

38. Un compuesto segun la reivindicacion 30 en el que Rys representa:

o R1g
Rig

R4g
OH

39. Un compuesto segun la reivindicacion 38, en el que R1s es un resto formado por formacion de un éster con acido
glucurénico.

40. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 39 en el que Y representa un enlace.

41. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 39 en el que Y representa - (CH2)2-O-C(O)-O-.
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42. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 39 en el que Y representa - C(O)-O-.
43. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 para su uso como producto farmacéutico.

44. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 para su uso en el tratamiento del cancer y/o
de las malignidades de las células B, en la induccion o el mantenimiento de la inmunosupresion, en el tratamiento
del rechazo de trasplantes, de la enfermedad del injerto contra el huésped, de trastornos autoinmunes, de
enfermedades inflamatorias, de la enfermedad vascular y de enfermedades fibridticas, en la estimulacién de la
regeneracion neuronal o en el tratamiento de infecciones fungicas.

45. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 para su uso como un producto farmacéutico
en el tratamiento del cancer o de las malignidades de las células B.

46. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
42 junto con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

47. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer o de las malignidades de las células B.

48. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento del cancer y/o de las malignidades de las células B, en la induccidon o el mantenimiento de la
inmunosupresion, en el tratamiento del rechazo de trasplantes, de la enfermedad del injerto contra el huésped, de
trastornos autoinmunes, de enfermedades inflamatorias, de la enfermedad vascular y de enfermedades fibridticas,
en la estimulacion de la regeneracion neuronal o en el tratamiento de infecciones fungicas.

49. El uso segun la reivindicacion 48 en el que el medicamento es para el tratamiento del cancer o de las
malignidades de las células B.

50. Un procedimiento de preparacion de un compuesto de férmula (1) segiin una cualquiera de las reivindicaciones a
42 que comprende:

(a) hacer reaccionar un compuesto de formula (l1):

en la que Ra representa H o (CHz),-OH
o un derivado protegido del mismo,
con un compuesto de formula (l11):

HO-Re ()

o un derivado activado del mismo

en la que el grupo Rs es como se ha definido anteriormente para los compuestos de formula (ll) o un derivado
protegido del mismo, o

(b) convertir un compuesto de formula (I) o una sal del mismo en otro compuesto de formula (I) u otra sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(c) desproteger un compuesto protegido de formula (1).
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51. Una composicion o kit de partes que comprende (i) un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 42y (i) uno o mas de otros agentes terapéuticamente efectivos.

52. La composicion o kit de partes de la reivindicacion 51 en el que el uno o mas de otros agentes terapéuticamente
efectivos son seleccionados entre el grupo de metotrexato, leukovorina, adriamicina, prednisona, bleomicina,
ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, paclitaxel, docetaxel, vincristina, vinblastina, vinorelbina, doxorrubicina, tamoxifeno,
toremifeno, acetato de megestrol, anastrozol, goserelina, anticuerpo monoclonal anti-HER2 (por ejemplo,
Herceptin™), capecitabina, clorhidrato de raloxifeno, inhibidores de EGFR, inhibidores de VEGF, inhibidores de
proteasomas, inhibidores de hsp90, azatioprina, corticosteroides, ciclofosfamida, ciclosporina A, FK506,
micofenolato mofetilo, OKT-3, ATG, anfotericina B, flucitosina, equinocandinas, griseofulvina, un imidazol y un
agente antifungico triazdlico.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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