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ES 2 535327713

DESCRIPCION
Derivados de rifamicina
Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra en el campo de las composiciones farmacéuticas, y particularmente en el campo
de las formulaciones orales para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino.

Antecedentes de la invencion

Rifaximina (INN; véase The Merck Index, XlII Ed, 8304), un antibiético que pertenece a la clase de rifamicina, es una
pirido-imidazo rifamicina descrita y reivindicada en la patente italiana IT 1154655. La patente europea EP 0161534
describe un procedimiento para su produccion, partiendo de rifamicina O (The Merck Index, XlII Ed., 8301). Métodos
para preparar formas polimdrficas de rifaximina se describen en la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU.
2008-0262232, por Viscomi et al.

La rifaximina se ha utilizado para tratar infecciones intestinales agudas y cronicas de bacterias gram-positivas y
gram-negativas y como adyuvante en la terapia de la hiperamonemia. La rifaximina se comercializa en los Estados
Unidos como XIFAXAN™ para el tratamiento de la diarrea del viajero provocada por las cepas no invasivas de
Escherichia coli. Rifaximina también se ha utilizado para tratar la diarrea asociada a Clostridium difficile, enfermedad
de Crohn, la enfermedad diverticular, encefalopatia hepatica, la erradicacién de Helicobacter pylori, diarrea
infecciosa, sindrome del intestino irritable, la pouchitis, la profilaxis para la cirugia Gl (gastrointestinal),
hipercrecimiento excesivo del intestino, diarrea del viajero y la colitis ulcerosa. Derivados de rifamicina que portan un
anillo heterociclico condensado en la posicién 3,4 se conocen en la técnica. Por ejemplo, las Patentes de EE.UU.
N°s. 4.263.404 y 4.341.785 describen rifamicina y derivados de imidazo rifamicina. Las rifamicinas tienen actividad
antibacteriana y se obtienen a partir de metabolitos secundarios de cultivos de microorganismos, utiles en el
tratamiento de infecciones, en particular en el tuberculosis tal como se describe por Sensi P. en Farmaco [Sci],
(1959); 14:146-7 y por Mitnick C.D. et al. en Expert Opin. Pharmacother. (2009); 10:381-401. Recientemente,
derivados de rifamicina se han identificado como activadores del receptor X de pregnano (PRX), un miembro de la
familia del receptor nuclear que regula la expresion de la enzima metabdlica implicada en la respuesta de mamiferos
a la estimulacion quimica, segun se describe en Natl. Acad. Sci. USA, (1998), 95: 12208-12213.

Las rifamicinas se caracterizan por una estructura quimica constituida a partir de uno o mas anillos aromaticos
condensados, formando una estructura ciclica con un anillo alifatico tal como se describe por Prelong, V. et al. en
Helv. Chim. Acta (1973); 56:2279. Analogos de rifamicina se obtienen mediante una modificacion quimica de las
porciones aromaticas o alifaticas de la molécula, segun se describe por Sensi P. en Research Progress in Organic
Biological and Medicinal Chemistry (1964), 1, 337-421.

El documento EP 0 161 534 describe un procedimiento para la sintesis de pirido-imidazo rifamicinas, en el que como
sustrato de partida de rifamicina se utiliza rifamicina O.

J. Med. Chem. 1985, 28, 960-963 describe una serie de derivados de 4-desoxipirido[1’,2’:1,2]imidazo[5,4-c]rifamicina
SV que demostraron una elevada actividad antibacteriana, siendo asi adecuados como un desinfectante intestinal.

Farmaco, 1989, XLIV (2), 97-107 informa sobre la sintesis y el ensayo de la actividad de nuevos derivados de 4-
desoxipirido[1’,2":1,2]imidazo[5,4-c]rifamicina SV que son mejor absorbidos que los compuestos pirido y alquilpirido
analogos.

El documento US 4.267.274 describe un cultivo biolégicamente puro que comprende un nuevo mutante de
microorganismo, identificado como Streptomyces mediterranei M18, ATCC 21789, y un medio nutricio que consiste
esencialmente en una fuente de carbono asimilable y sales minerales esenciales, siendo capaz dicho cultivo de
producir rifamicina B en una cantidad recuperable tras la fermentacion.

El documento CH 571 064 describe un procedimiento para el aislamiento de rifamicina a partir de un caldo de
fermentacion de rifamicina B.

El documento CH 547 854 describe un procedimiento para la produccion simultanea de rifamicina B y rifamicina O
cultivando Streptomyces B-2847 o un mutante del mismo en un medio nutricio.

Martinelli E. et al. describe en J. Antibiot. 31(10), 949, 1978, la rifamicina R, obtenida a partir de una mutacion de
Nocardia mediterranea, un productor de rifamicina, pero no se informé sobre la actividad biolégica de este
compuesto. Rifamicina es un antibidtico utilizado en la terapia de la tuberculosis y es importante tener nuevos
antibidticos sin resistencia antibiotica a la rifamicina. La presente invencion resuelve el problema de tener una nueva
rifaximina sustituida, derivada de rifamicina O, con actividad antibiética, pero diferente de ella.
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Descripcion de la invencion

Se describe en esta memoria un compuesto de Férmula |

en donde:
R es acetilo,

R+ es hidrégeno, R, es p-metilo y Rs es hidroximetilo, que es 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-5,21,23-
trihidroxi-16-(hidroximetil)-27-metoxi-2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadeca(1,11,13]trienoimino)furo[2”,3":7°,8'nafto[1’,2":4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-inio-6-olate.

Se describe un procedimiento para la produccion de un compuesto de Férmula I, comprendiendo el procedimiento:

C!g C3 C!a
Lt
R/ “)

OH  OH

A
DT

obtener un cultivo biolégico que comprende un microorganismo en una disolucién acuosa, adecuado para la
produccion de derivados de rifamicina B, y agentes nutricionales; y

oxidar el cultivo obtenido con un agente oxidante;

en donde R es hidrogeno o acetilo, y Rs es hidroxialquilo (C+.4).

En algunas realizaciones, el agente oxidante se selecciona de uno o mas de nitrito de sodio, disolucién acuosa de
dicromato de potasio, persulfato de amonio o peryodato de sodio. En determinadas realizaciones, R es hidrégeno o
acetilo y R3 es hidroxialquilo (C+.4). En realizaciones adicionales, R es acetilo y Rz es hidroximetilo.

En otro aspecto, se describe en esta memoria un procedimiento para sintetizar un compuesto de la reivindicacion 1,
que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula I,
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en donde R es acetilo, y Rs es hidroximetilo

con 2-amino-4-metilpiridina

en presencia de un disolvente organico, una mezcla de mas de un disolvente organico, o una mezcla de un
disolvente organico con agua, a una temperatura entre la temperatura ambiente y 60°C, durante un tiempo entre 1y
100 horas.

En algunas realizaciones, el disolvente organico se selecciona del grupo que consiste en hidrocarburos aromaticos,
alcanol alifatico, hidrocarburos halogenados, éster de alquilo inferior de acido alifatico inferior, glicoles, acetonitrilo,
dioxano, tetrahidrofurano, y una combinaciéon de los mismos, o en una mezcla con agua en relaciéon volumétrica
diferente. En determinadas realizaciones, por cada equivalente molar de compuesto de Férmula Il se utilizan de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 equivalentes molares de yodo o una combinacion de yodo/agente
oxidante.

Se describe, ademas, un procedimiento para sintetizar un compuesto de la reivindicacion 1, que comprende: obtener
un cultivo biolégico que comprende un microorganismo adecuado para la produccion de derivados de rifamicina B,
en una disolucion acuosa y agentes nutricionales; oxidar el cultivo obtenido con un agente oxidante para obtener un
producto oxidado; y hacer reaccionar el producto oxidado con un derivado de 2-amino-piridina.

En aun otro aspecto, se describe en esta memoria una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de Foérmula | en combinacion con uno o mas ingredientes
farmacéuticamente aceptables. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es util como un agente
antibacteriano.

En un aspecto adicional, se describe en esta memoria una composicion farmacéutica que comprende uno o mas
compuestos de Férmula |, o uno o mas compuestos de Férmula | en combinaciéon con uno o mas compuestos de
Formula I, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicion se administra en
una forma de dosificacién Unica, mientras que en otras realizaciones la composicidon se administra en formas de
dosificacién separadas. En otras realizaciones, la composicion farmacéutica comprende, ademas, un derivado de
rifamicina o neomicina. En algunas realizaciones, el derivado de rifamicina es rifaximina. En determinadas
realizaciones, el compuesto de Férmula | esta en una relacion de aproximadamente 0,01 a 100% (p/p) con respecto
a rifaximina.

En otro aspecto, se describe en esta memoria un método para tratar, prevenir o aliviar el hipercrecimiento bacteriano
en un paciente que sufre un trastorno relacionado con el intestino, que comprende: identificar un sujeto en necesidad
del mismo y administrar al sujeto una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de Férmula | en combinaciéon con
uno o mas antibiéticos adicionales. En algunas realizaciones, los uno o mas antibiéticos adicionales comprenden
uno o mas de rifamicina, rifaximina o neomicina. En determinadas realizaciones, el trastorno relacionado con el
intestino es uno o mas de sindrome del intestino irritable, la diarrea del viajero, hipercrecimiento bacteriano del
intestino delgado, enfermedad de Crohn, pancreatitis cronica, insuficiencia pancreatica, encefalopatia hepatica,
diverticulitis, enteritis o colitis.

En aun otro aspecto, se describe en esta memoria un método para evaluar la eficacia de un tratamiento de un
trastorno relacionado con el intestino que reduce el hipercrecimiento bacteriano, de monitorizar el progreso de un
sujeto que esta siendo tratado de un trastorno relacionado con el intestino, o seleccionar un sujeto para el
tratamiento de un trastorno del intestino, que comprende: determinar un nivel de pre-tratamiento de hipercrecimiento
bacteriano en un sujeto que sufre un trastorno relacionado con el intestino debido a un hipercrecimiento bacteriano;
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmula | en combinaciéon con
rifaximina; determinar un nivel de post-tratamiento de sobrecrecimiento bacteriano en el sujeto después de un
periodo inicial de tratamiento; y determinar el cambio en el nivel de hipercrecimiento bacteriano en el sujeto entre las
medidas de pre-tratamiento y post-tratamiento. En algunas realizaciones, el cambio en el nivel de hipercrecimiento
bacteriano indica la eficacia del tratamiento; en donde una disminucion en el nivel de hipercrecimiento bacteriano
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indica que el tratamiento es eficaz; o en el que el cambio en el nivel del hipercrecimiento bacteriano es una
indicacion de que el sujeto es probable que tenga una respuesta clinica favorable al tratamiento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el cromatograma de HPLC del compuesto de Férmula Il, en donde R es acetilo y R3 es
hidroximetilo.

La Figura 2 muestra los espectros de 'H-RMN del compuesto de Férmula I, en donde R es acetilo y Rs es
hidroximetilo.

La Figura 3 muestra el cromatograma de HPLC del compuesto de Formula I, en donde R es acetilo, Ry es
hidrégeno, Rz es metilo y R3 es hidroximetilo.

La Figura 4 muestra los espectros de IR del compuesto de Férmula |, en donde R es acetilo, R es hidrégeno, Rz es
metilo y Rz es hidroximetilo.

La Figura 5 muestra los espectros de "H-RMN del compuesto de Férmula |, en donde R es acetilo, R es hidrégeno,
R es metilo y R3 es hidroximetilo.

La Figura 6 muestra los espectros de *C-RMN del compuesto obtenido de la Formula I, en donde R es un grupo
acetilo, R1 es hidrégeno, Rz es metilo y R3 es hidroximetilo.

La Figura 7 muestra los espectros EIMS del compuesto de Férmula I, en donde R es un grupo acetilo, Ry es
hidrégeno, Rz es metilo y R3 es hidroximetilo.

Descripcion detallada de la invenciéon

En un aspecto, se describen en esta memoria derivados de rifamicina de Férmula I:

CH, CH, CH,

en donde:

R es acetilo,

R+ es hidrégeno, R; es p-metilo y

R3 es hidroximetilo, que es 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-5,21,23-trihidroxi-16-(hidroximetil)-27-metoxi-
2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadeca[1,11,13]trienoimino)furo[2”,3":7’,8'nafto[1’,2’:4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-inio.

Los compuestos presentados en esta memoria se pueden preparar de acuerdo con métodos que dependen del tipo
de compuestos que se desean obtener. Asi, por ejemplo, los compuestos de Férmula |, en donde R y R3 son como
se definid anteriormente, se pueden preparar haciendo reaccionar compuestos de Férmula Il, obtenidos como un
producto intermedio en un procedimiento analogo al procedimiento descrito en la patente de EE.UU. 4.263.404, con
compuestos de 2-amino-piridina de formula 111, no sustituidos o sustituidos, segun se define a continuacion:
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R1
I

en donde R4, Rz y R3 tienen el mismo significado que anteriormente, es decir, el compuesto de Férmula Il es 2-
amino-4-metilpiridina.

Compuestos de Férmula Il se pueden obtener de un cultivo biolégico adecuado de microorganismos tales como
Streptomyces mediterranei o Nocardia mediterranea en presencia de un agente oxidante tal como el nitrito de sodio,
dicromato de potasio, persulfato de amonio, peryodato de sodio. Generalmente, los compuestos de Férmula Il, en
donde Ri es H, R» es metilo, R es acetilo y R3 es hidroximetilo, se pueden obtener a través de procesos de
purificacion de la mezcla obtenida a partir del cultivo bioldgico anterior. Las técnicas de purificacion pueden ser, por
ejemplo, cromatografia, cristalizacion y extraccion de disolvente organico. Técnicas analiticas Utiles para identificar y
para caracterizar los compuestos obtenidos son 'H-RMN, espectroscopia IR, espectrometria EIMS y cromatografia
(HPLC). Los compuestos obtenidos de férmula |l pueden reaccionar con un exceso molar de un derivado de amino-
piridina seleccionado de Féormula Il en un sistema disolvente adecuado a partir del cual, por medio de técnicas
conocidas para una persona experta en la técnica, se recuperan los compuestos de producto final deseados de
Férmula I. El exceso molar varia de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 o mas equivalentes calculados en
base al compuesto de Férmula Il.

La reaccion puede llevarse a cabo, por ejemplo, en presencia de un disolvente o un sistema disolvente, que
generalmente se selecciona entre los utilizados comunmente en la quimica de la rifamicina. Por ejemplo, se pueden
utilizar hidrocarburos aromaticos tales como benceno o tolueno, hidrocarburos halogenados inferiores tales como
cloruro de metileno, cloroformo, 1,2-dicloroetano y similares, alcanoles inferiores tales como metanol, etanal,
propanol, isopropanol o n-butanol. También se pueden emplear convenientemente ésteres alquilicos inferiores de
acidos alifaticos inferiores, glicoles, acetonitrilo, dioxano y tetrahidrofurano. Estos disolventes se pueden utilizar
solos, 0 en una mezcla que comprende dos o mas de los disolventes anteriores, o también en una mezcla con agua,
en una relacion volumétrica diferente. Disolventes preferidos incluyen benceno, tolueno, los hidrocarburos
halogenados inferiores, los alcanoles inferiores solos o en una mezcla con agua, acetonitrilo, glicoles, dioxano y
tetrahidrofurano, utilizados solos o en combinacién, o en una mezcla con agua.

La reaccion puede tener lugar a presion ambiente y dentro de un amplio intervalo de temperaturas, por ejemplo entre
la temperatura ambiente y la temperatura de ebullicion de la mezcla de reaccion. Se encontré que intervalos de
temperaturas entre la temperatura ambiente, p. gj., 20 °C, y aproximadamente 60 °C eran Utiles para la preparacion
de los compuestos descritos en esta memoria. La reaccién se completé en un periodo de tiempo que variaba
dependiendo de la naturaleza del sustrato aminopiridina de Férmula Ill y de la condicion en la que se llevo a cabo la
reaccion. Generalmente, se requerian de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 horas para obtener los
productos finales de la Férmula | con los rendimientos deseados. Se encontré que el curso de la reaccién puede ser
favorecido si la propia reaccion se lleva a cabo en presencia de yodo o de un agente de yodo/oxidante apropiado; en
donde el yodo puede ser, por ejemplo, el yodo de un metal alcalino o un metal alcalinotérreo y el hidroyodo del
mismo derivado de piridina de partida y el agente oxidante puede ser un agente capaz de oxidar, bajo las
condiciones de reaccion, el ion yodo, con el fin de liberar yodo en la mezcla de reaccion. El yodo, o el agente de
yodo/oxidante, pueden estar presentes en la mezcla de reaccion, respectivamente, en cantidades de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 equivalente molar de yodo, por cada mol de compuesto de partida
representado en la Férmula Il. En tal caso, sin embargo, la disolucion de reaccion se puede tratar subsiguientemente
con un agente reductor adecuado, por ejemplo acido ascoérbico, acido isoascoérbico o dihidroxiacetona.
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Los compuestos obtenidos pueden someterse a reacciones quimicas adicionales para preparar otros compuestos de
Férmula |. Asi, por ejemplo, se puede obtener un compuesto de Férmula |, en donde R, Ri, Rz y Rz son como se
definen anteriormente, tratando el compuesto obtenido con un agente reductor adecuado tal como, por ejemplo,
acido L(-)-ascorbico.

Los compuestos presentados en esta memoria se pueden recuperar del medio de reaccion, por ejemplo, mediante
técnicas familiares para un técnico especializado. Estas técnicas comprenden la extraccion con un disolvente
organico adecuado, p. €j., acetato de etilo, cloroformo, cloruro de metileno y analogos o una mezcla de los mismos,
la evaporacion a sequedad del extracto organico y la recogida del residuo con un disolvente apropiado del que se
separa el producto final. Alternativamente, la mezcla se puede evaporar directamente a sequedad y el residuo
obtenido se recoge a su vez con un disolvente adecuado, a partir del cual el producto final se separa, o cristalizacion
o cromatografia. Los disolventes que se pueden emplear ventajosamente se seleccionan de agua, metanol, etanal,
n-propanol, isopropanol, n-hexano, acetato de etilo, cloruro de metileno, etilenglicol mono-metil-éter o una mezcla de
los mismos.

Los compuestos presentados en esta memoria se pueden obtener, por ejemplo con una pureza superior al 90%, a
partir del producto de reaccion por técnicas de purificacion conocidas en la técnica, tales como cromatografia.

Los compuestos presentados en esta memoria son agentes antibacterianos utiles. Tienen actividad in vitro tanto
contra bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. Los compuestos tienen efectos antibacterianos sobre
bacterias aisladas de muestras clinicas, que se pueden encontrar en la flora bacteriana intestinal en condiciones
patoldgicas.

La actividad antibacteriana de compuestos de Formula | se demostré mediante la mediciéon de la concentracion
minima de la sustancia activa capaz de inhibir el crecimiento in vitro de la bacteria patégena (MIC). Se expresan en
miligramos de sustancia por litro de medio de cultivo.

La actividad antibacteriana con uno de los compuestos mas representativos, en donde R es un grupo acetilo, R1y Rz
son independientemente hidrégeno o un grupo metilo y Rs es hidroximetilo se midié en un gran nimero de cepas
bacterianas que pertenecen a diferentes familias tales como Enterobacteriaceae, bacterias gram-negativas no
Enterobacteriaceae, Staphylococcus. Los valores de la MIC son entre 0,06 y 128 mg/l y estos valores demuestran la
eficacia antibacteriana del compuesto de Férmula I.

En otro aspecto, los compuestos presentados en esta memoria se pueden utilizar como agentes antibacterianos,
incluyendo su incorporacion en composiciones farmacéuticas. Estos compuestos se pueden utilizar solos o en
combinacion con otros antibitticos, tales como rifampicina, rifamicina, neomicina y/o rifaximina, y en un amplio
intervalo de relaciones ponderales, preferiblemente de 0,01 a 100% en peso.

En otro aspecto, la preparacion farmacéutica comprende compuestos de Formula | con un soporte, diluyentes, o
excipiente farmacéuticamente aceptables.

Por lo tanto, los compuestos presentados en esta memoria se pueden administrar por varias vias, por ejemplo por la
via oral, tépica o parenteral. Para administraciones de este tipo, las sustancias se incorporan en formulaciones de
dosificacion farmacéuticas convencionales. Estas formulaciones pueden contener compuestos de Férmula | solos o
en una mezcla de un compuesto de Férmula Il u otro ingrediente farmacéutico activo con los aditivos habituales tales
como, por ejemplo, edulcorantes, el aditivo usual tal como, por ejemplo, edulcorantes, aromatizantes, colorantes,
agentes de revestimiento y conservantes, diluyentes inertes tales como, por ejemplo, carbonato célcico o sodico,
lactosa y talco, agentes de unidén, p. ej., almidon, gelatina y polivinilpirrolidona, agentes de suspension, p. €j.,
metilcelulosa o hidroxietilcelulosa, y agentes humectantes tales como, por ejemplo, lecitina, estearatos de
polioxietileno y monooleato de polioximetileno sorbitan.

Las preparaciones Utiles para la administracion topica y parenteral pueden contener los ingredientes activos
disueltos o suspendidos en agua destilada y apirégena, en mezcla con los soportes farmacéuticos cominmente
empleados.

Otro aspecto es el uso de un compuesto de Férmula | solo, o en combinacién con otro compuesto de Férmula I, o en
combinacion con un compuesto de Férmula I, o en combinacién con otros agentes farmacéuticamente activos para
tratar o para prevenir las infecciones bacterianas. En particular, las composiciones farmacéuticas descritas
actualmente pueden utilizarse para tratar un paciente que sufre un trastorno relacionado con el intestino, que
incluye, pero no se limita a uno o mas de sindrome del intestino irritable, diarrea, diarrea asociada con microbios,
diarrea asociada a Clostridium difficile, la diarrea del viajero, hipercrecimiento bacteriano del intestino delgado,
enfermedad de Crohn, pancreatitis cronica, insuficiencia pancreatica, colitis, encefalopatia hepatica, diverticulitis y
pouchitis.

En otro aspecto, los compuestos descritos en esta memoria poseen actividad antibacteriana y tienen un papel en la
activacion del receptor de pregnano X (PRX), un receptor nuclear que regula genes implicados en la deposicion
xenobidtica y endobidtica limitada y la desintoxicacion.
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Se proporcionan en esta memoria métodos de tratamiento, prevenciéon o alivio de trastornos relacionados con el
intestino que comprenden administrar a un sujeto en necesidad de los mismos una cantidad terapéuticamente eficaz
de uno o mas compuestos descritos en esta memoria. Trastornos relacionados con el intestino incluyen uno o mas
de sindrome del intestino irritable, diarrea, diarrea asociada a microbios, diarrea asociada a Clostridium difficile, la
diarrea del viajero, hipercrecimiento bacteriano del intestino delgado, enfermedad de Crohn, pancreatitis cronica,
insuficiencia pancreatica, colitis, encefalopatia hepatica, diverticulitis y pouchitis.

La duracion del tratamiento para un trastorno intestinal particular dependerd, en parte, del trastorno. Por ejemplo, la
diarrea del viajero puede requerir solamente una duracidon de tratamiento de 12 a aproximadamente 72 horas,
mientras que la enfermedad de Crohn puede requerir duraciones de tratamiento de aproximadamente 2 dias a 3
meses. Las dosis también variaran dependiendo del estado de las enfermedades. Intervalos de dosificacion
adecuados se proporcionan en esta memoria mas adelante.

Se proporcionan en esta memoria métodos de tratamiento o prevencion de un estado patoldgico en un paciente
sospechoso de estar expuesto a un agente de guerra bioldgica.

La identificacién de aquellos pacientes que estan en necesidad de un tratamiento profilactico para un trastorno
intestinal esta dentro de la capacidad y el conocimiento de un experto en la técnica. Determinados métodos para la
identificacion de pacientes que estan en riesgo de desarrollar un trastorno intestinal, que pueden ser tratados por los
métodos descritos en esta memoria, son apreciados en las técnicas médicas tales como antecedentes familiares,
antecedentes de viajes y planes de viaje previstos, la presencia de factores de riesgo asociados con el desarrollo de
ese estado patoldgico en el paciente sujeto. Un médico experto en la técnica puede identificar facilmente estos
pacientes candidatos mediante el uso de, por ejemplo, ensayos clinicos, examen fisico e historial médico/familiar/de
viagje.

Un método para evaluar la eficacia del tratamiento en un sujeto incluye determinar el nivel de pre-tratamiento del
hipercrecimiento bacteriano intestinal por métodos bien conocidos en la técnica (p. €j., pruebas de aliento de
hidrégeno, biopsia, muestreo de las bacterias intestinales, etc.) y luego administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de compuestos presentados en esta memoria. Después de un periodo adecuado de tiempo
(p- €j., después de un periodo inicial de tratamiento) de la administracion del compuesto, p. €j., 2 horas, 4 horas, 8
horas, 12 horas o 72 horas, el nivel de hipercrecimiento bacteriano se determina de nuevo. La modulacién del nivel
bacteriano indica la eficacia del tratamiento. El nivel de hipercrecimiento bacteriano puede determinarse
periddicamente a lo largo del tratamiento. Por ejemplo, el hipercrecimiento bacteriano puede verificarse cada unas
pocas horas, dias o semanas para evaluar la eficacia adicional del tratamiento. Una disminucion en el
hipercrecimiento bacteriano indica que el tratamiento es eficaz. El método descrito se puede utilizar para rastrear o
seleccionar pacientes que pueden beneficiarse del tratamiento con compuestos que se presentan en esta memoria.
En aun otro aspecto, un método de tratamiento de un sujeto que padece o es susceptible a un trastorno del intestino
comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente eficaz de los
compuestos presentados en esta memoria, para tratar con ello al sujeto. Tras la identificacién de un sujeto que
padece o es susceptible a un trastorno del intestino, por ejemplo, IBS, se administran uno o mas compuestos
presentados en esta memoria.

En un aspecto, métodos de evaluacion de la eficacia del tratamiento con un compuesto presentado en esta
memoria, 0 en una mezcla con otros ingredientes activos en un sujeto comprender determinar el nivel de pre-
tratamiento de hipercrecimiento bacteriano, la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto de Férmula | o Il, ya sea solo o en combinacién con otros ingredientes activos, y la determinacion del
hipercrecimiento bacteriano después de un periodo inicial de tratamiento con compuestos presentados en esta
memoria, en donde la modulacién del hipercrecimiento bacteriano indica la eficacia de un tratamiento antibacteriano.

La eficacia de un tratamiento se puede medir, por ejemplo, como la reduccion del hipercrecimiento bacteriano. La
eficacia también se puede medir en términos de una reduccién de sintomas asociados con el trastorno intestinal,
una estabilizacion de los sintomas, o el cese de los sintomas asociados con un trastorno del intestino, por ejemplo
una reduccion de las nauseas, hinchazon, diarrea, y similares.

En un aspecto, los métodos de monitorizaciéon del progreso de un sujeto que esta siendo tratado con un compuesto
presentado en esta memoria comprenden determinar el nivel de pre-tratamiento del hipercrecimiento bacteriano, la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto presentado en esta memoria, y la
determinacion del hipercrecimiento bacteriano después de un periodo inicial de tratamiento con un compuesto
presentado en esta memoria, en donde la modulacién del hipercrecimiento bacteriano indica la eficacia de un
tratamiento anti-bacteriano.

Otro aspecto de la presente invencion son las preparaciones farmacéuticas que comprenden, por ejemplo, una
cantidad eficaz de un derivado de rifamicina solo o en asociacion con otros ingredientes farmacéuticos activos en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacién adicional, la cantidad eficaz es eficaz para tratar una
infeccion bacteriana, p. €j., hipercrecimiento bacteriano del intestino delgado, enfermedad de Crohn, encefalopatia
hepatica, colitis asociada a antibitdticos y/o enfermedad diverticular.
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Para ejemplos del uso para tratar la diarrea del viajero, véase Infante RM, Ericsson CD, Zhi-Dong J, Ke S, Steffen R,
Riopel L, Sack DA, DuPont, HL. Enteroaggregative Escherichia coli Diarrhea in Travelers: Response to Rifaximin
Therapy. Clinical Gastroenterology and Hepatology. 2004;2: 135-138; y Steffen R, M.D., Sack DA, M.D., Riopel L,
Ph.D., Zhi-Dong J, Ph.D., Sturchler M, M.D., Ericsson CD, M.D., Lowe B, M. Phil., Waiyaki P, Ph.D., White M, Ph.D.,
DuPont HL, M.D., Therapy of Travelers’ Diarrhea With Rifaximin on Various Continents. The American Journal of
Gastroenterology. Mayo de 2003, Volumen 98, Numero 5.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener uno o mas compuestos de las Féormulas | o Il o pueden contener
una mezcla de mas de uno de los compuestos representados por la misma férmula, o una mezcla de compuestos de
Férmula | con compuestos de Foérmula Il, o en una mezcla con otros ingredientes farmacéuticamente activos. Las
mezclas se pueden seleccionar, por ejemplo, sobre la base de las cantidades deseadas de adsorcion sistémica,
perfil de disolucién, la ubicacion deseada en el tracto digestivo a tratar, y similares. Las composiciones
farmacéuticas pueden comprender, ademas, un vehiculo, por ejemplo, uno o mas de un agente diluyente, agente
aglutinante, agente lubricante, agente disgregante, agente colorante, agente aromatizante o agente edulcorante. Las
composiciones se pueden formular para tabletas seleccionados revestidas y no revestidas, capsulas de gelatina
duras y blandas, pildoras recubiertas de azucar, pastillas, laminas de oblea, granulos y polvos en paquete sellado.
Por ejemplo, las composiciones se pueden formular para uso tépico, por ejemplo, unglentos, pomadas, cremas,
geles y lociones.

Los derivados de rifamicina se administran al sujeto utilizando una formulacion farmacéuticamente aceptable, p. €.,
una formulacién farmacéuticamente aceptable que proporciona una liberacién prolongada a un sujeto durante al
menos 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, una semana, dos semanas, tres semanas o cuatro semanas después
de haber administrado al sujeto la formulacion farmacéuticamente aceptable.

Estas composiciones farmacéuticas son adecuadas para la administracion topica u oral a un sujeto. En otras
realizaciones, segun se describe en detalle mas adelante, las composiciones farmacéuticas presentadas en esta
memoria pueden ser formuladas especialmente para la administracion en forma sélida o liquida, incluyendo las
adaptadas para lo siguiente: (1) administracion oral, por ejemplo pociones (disoluciones o suspensiones acuosas 0
no acuosas), tabletas, bolos, polvos, granulos, pastas; (2) administracion parenteral, por ejemplo, mediante
inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa tal como, por ejemplo, una disolucion o suspension esteéril; (3)
aplicacion topica, por ejemplo, como una crema, ungiiento o spray aplicado a la piel; (4) aplicacién intravaginal o
intrarrectal, por ejemplo como un pesario, crema o espuma; o (5) aerosol, por ejemplo como un aerosol acuoso,
preparacion liposomal o particulas sélidas que contienen el compuesto.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos compuestos presentados en esta memoria, a
composiciones que contienen tales compuestos y/o a formas de dosificacion que, dentro del alcance del criterio
médico, son adecuadas para uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacién, acorde con una relacidon beneficio/riesgo razonable.

La frase "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye un material farmacéuticamente aceptable, composicién o
vehiculo, tal como una carga liquida o sdlida, diluyentes, excipientes, disolventes o material encapsulante, implicado
en portar o transportar el producto quimico objeto desde un 6rgano, o parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del
cuerpo. Cada uno de los vehiculos es preferiblemente "aceptable”, en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacién y no es perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azlcares tales como lactosa, glucosa y sacarosa;
(2) almidones tales como almidon de maiz y fécula de patata; (3) celulosa, y sus derivados tales como
carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7)
talco; (8) excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y
aceite de soja; (10) glicoles tales como propilenglicol; (11) polioles tales como glicerol, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tampon tales como
hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua apirégena; (17) solucién salina
isotonica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) disoluciones de tampén fosfato; y (21) otras sustancias
compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes tales como lauril-sulfato de sodio y estearato de magnesio, asi
como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, edulcorantes, aromatizantes y
perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en las composiciones.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua tales como
acido ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2)
antioxidantes solubles en aceite tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y (3) agentes quelantes de metales tales como
acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico, y similares.

Las composiciones que contienen un derivado de rifamicina incluyen las adecuadas para administracion oral, nasal,
topica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal, aerosol y/o parenteral. Las composiciones pueden presentarse
convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera de los métodos bien
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conocidos en la técnica de farmacia. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material
vehiculo para producir una forma de dosificacién Unica variara dependiendo del huésped que esta siendo tratado,
del modo particular de administracion. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material
vehiculo para producir una forma de dosificacion Unica generalmente sera la cantidad del compuesto que produce
un efecto terapéutico. Generalmente, del ciento %, esta cantidad oscilara entre aproximadamente 1% vy
aproximadamente noventa y nueve% de ingrediente activo, preferiblemente de aproximadamente 5% a
aproximadamente 70%, lo mas preferiblemente de aproximadamente 40% a aproximadamente 70%.

Métodos para preparar estas composiciones pueden incluir la etapa de asociar un derivado de rifamicina solo o en
mezcla con otros ingredientes activos con el vehiculo y, opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios. En
general, las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente un derivado de rifamicina solo o en
mezcla con otros ingredientes activos con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos, o ambos, y
después, si es necesario, conformando el producto.

Las composiciones presentadas en esta memoria, adecuadas para la administracion oral, pueden estar en forma de
capsulas, sellos, pildoras, tabletas, pastillas (utilizando una base aromatizada, habitualmente sacarosa y acacia o
tragacanto), polvos, granulos, o como una disolucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, 0 como
una emulsion liquida de aceite en agua o de agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando
una base inerte, tal como gelatina y glicerol, o sacarosa y acacia) y/o como colutorios y similares, conteniendo cada
uno una cantidad predeterminada de un derivado de rifamicina de Férmula | solo o en una mezcla con otros
ingredientes activos. Un compuesto también se puede administrar como un bolo, electuario o pasta.

El derivado de rifamicina se puede utilizar ventajosamente en la produccién de preparaciones medicinales que
tienen actividad antibiética, tanto para uso oral como tépico. Las preparaciones medicinales para uso oral pueden
contener, junto con los excipientes habituales, por ejemplo agentes tales como manitol, lactosa y sorbitol; agentes
diluyentes tales como almidones, gelatinas, azucares, derivados de celulosa, gomas naturales y polivinilpirrolidona;
agentes lubricantes tales como talco, estearatos, aceites vegetales hidrogenados, polietilenglicol y diéxido de silicio
coloidal; agentes disgregantes tales como almidones, celulosas, alginatos, gomas y polimeros reticulados;
colorantes, aromatizantes y agentes edulcorantes.

Los compuestos presentados en esta memoria incluyen preparaciones solidas administrables por via oral, por
ejemplo tabletas revestidas y sin revestir, capsulas de gelatina blandas y duras, pildoras recubiertas de azucar,
pastillas, laminas de oblea, granulos y polvos en paquetes sellados u otros recipientes.

Las preparaciones medicinales para uso tdépico pueden contener derivados de rifamicina de Férmula | solos o en una
mezcla de ellos o en asociacion con compuestos de Férmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos, junto
con excipientes habituales tales como vaselina blanca, cera blanca, lanolina y derivados de los mismos, alcohol
estearilico, propilenglicol, lauril-sulfato sédico, éteres de alcoholes grasos y polioxietileno, ésteres de acidos grasos y
polioxietileno, monoestearato de sorbitdn, monoestearato de glicerilo, monoestearato de propilenglicol,
polietilenglicoles, metilcelulosa, hidroximetil-propilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, aluminio coloidal y silicato
de magnesio, alginato de sodio.

Los compuestos presentados en esta memoria se pueden preparar en diversas formulaciones, por ejemplo
preparaciones tépicas, por ejemplo unglientos, pomadas, cremas, geles y lociones.

En formas de dosificacion solidas presentadas en esta memoria para la administracion oral (capsulas, tabletas,
pildoras, grageas, polvos, granulos y similares), el ingrediente activo se mezcla con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquier de los siguientes: (1)
cargas o extendedores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes
tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3)
humectantes tales como glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, fécula de
patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos, y carbonato de sodio; (5) disolucién de agentes retardadores
tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes
humectantes tales como, por ejemplo, alcohol acetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes tales como
caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles sdlidos, lauril-sulfato de sodio, y mezclas de los mismos; y (10) agentes colorantes. En el caso de
capsulas, tabletas y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes tampon.
Composiciones solidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina blandas
y duras utilizando excipientes tales como lactosa o azicares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares.

Una tableta puede fabricarse por compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Las
tabletas comprimidas pueden prepararse utilizando aglutinante (por ejemplo, gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa),
lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, almidén-glicolato de sodio o carboximetilcelulosa
sodica reticulada), agente tensioactivo o dispersante. Las tabletas moldeadas se pueden hacer moldeando en una
magquina adecuada una mezcla del ingrediente activo en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte.
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Las tabletas, y otras formas de dosificacion solidas de las composiciones farmacéuticas de compuestos presentadas
en esta memoria tales como grageas, capsulas, pildoras y granulos, pueden estar opcionalmente provistas de
muesca o pueden prepararse con revestimientos y envueltas tales como revestimientos entéricos y otros
revestimientos bien conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. También pueden formularse de manera
que proporcionen una liberacion lenta o controlada del ingrediente activo utilizando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacién deseado, otras matrices
poliméricas, liposomas y/o microesferas. Se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro
de retencién de bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones solidas estériles que
pueden disolverse en agua estéril, o algun otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso. Estas
composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y pueden ser de una composicion tal
que liberen el o los ingredientes activos solos, o preferentemente, en una parte determinada del tracto
gastrointestinal, opcionalmente de una manera retardada. Ejemplos de composiciones de inclusién que pueden
utilizarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. El ingrediente activo también puede estar en forma micro-
encapsulada, si es apropiado con uno o mas de los excipientes arriba descritos.

Formas de dosificacion liquidas para la administracion oral de los derivados de la rifamicina de Férmula | solos o en
una mezcla de ellos o en asociacion con los compuestos de Formula Il o en una mezcla con otros ingredientes
activos incluyen emulsiones farmacéuticamente aceptables, microemulsiones, disoluciones, suspensiones, jarabes y
elixires. Ademas del ingrediente activo, las formas de dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes
utilizados comunmente en la técnica tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-glicolbutileno, aceites (en particular, aceites de semilla de algodoén,
cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de
acidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos.

Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir adyuvantes tales como agentes
humectantes, emulsionantes y agentes de suspension, edulcorantes, aromatizantes, colorantes, perfumantes y
agentes conservantes.

Las suspensiones, ademas de los derivados de rifamicina activos de Férmula | solos o en una mezcla de ellos o en
asociacion con compuestos de Formula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos pueden contener agentes
de suspension tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de
sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Las composiciones farmacéuticas que se presentan en esta memoria para la administracion rectal o vaginal pueden
presentarse en forma de un supositorio que puede prepararse mezclando uno o mas derivados de rifamicina solos o
en una mezcla de ellos o en asociacion con compuestos de Formula Il o en una mezcla con otros ingredientes
activos con uno o mas excipientes o vehiculos no irritantes adecuados que comprenden, por ejemplo, manteca de
cacao, polietilenglicol, una cera para supositorios o un salicilato, y que es sdélida a temperatura ambiente, pero
liquida a la temperatura corporal y, por lo tanto, se fundira en el recto o la cavidad vaginal y liberara el agente activo.

Composiciones presentadas en esta memoria que son adecuadas para la administracion vaginal también incluyen
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de spray que contienen vehiculos tales como
se conocen en la técnica por ser apropiados.

Formas de dosificacion para la administracion topica o transdérmica de un derivado de rifamicina incluyen polvos,
sprays, unglentos, pastas, cremas, lociones, geles, disoluciones, parches e inhalantes. Los derivados de rifamicina
activos pueden mezclarse en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y con
cualesquiera conservantes, tampones o propelentes que puedan ser requeridos.

Los unglentos, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de los derivados de la rifamicina presentados en
esta memoria, excipientes tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico , talco y 6xido de zinc, o mezclas de los
mismos.

Los polvos y sprays pueden contener, ademas de un derivado de rifamicina solo o en una mezcla de ellos o en
asociacion con compuestos de Formula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos, excipientes tales como
lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o mezclas de estas
sustancias. Los sprays pueden contener adicionalmente propelentes habituales tales como hidrocarburos
clorofluorados e hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como butano y propano.

Los derivados de rifamicina solos o en una mezcla de ellos o en asociaciéon con compuestos de Férmula Il o en una
mezcla con otros ingredientes activos se pueden administrar alternativamente mediante aerosol. Esto se logra
mediante la preparacion de un aerosol acuoso, preparacion liposomal o particulas soélidas que contienen el
compuesto. Se podria utilizar una suspension no acuosa (p. €j., propelente fluorocarbonado). Se prefieren
nebulizadores sonicos, ya que minimizan la exposicion del agente a la cizalla, lo cual puede resultar en la
degradacion del compuesto.
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Normalmente, un aerosol acuoso se prepara mediante la formulaciéon de una disolucién o suspension acuosa del
agente junto con vehiculos y estabilizadores farmacéuticamente aceptables convencionales. Los vehiculos y
estabilizadores varian con los requisitos del compuesto particular, pero tipicamente incluyen tensioactivos no iénicos
(Tweens, Pluronics o polietilenglicol), proteinas inocuas tales como albumina sérica, ésteres de sorbitan, acido
oleico, lecitina, aminoacidos tales como glicina, tampones, sales, azlicares o azlcar-alcoholes. Los aerosoles se
preparan generalmente a partir de disoluciones isoténicas.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar una liberacion controlada de un derivados de
rifamicina solo o en una mezcla de ellos o en asociacién con compuestos de Férmula |l o en una mezcla con otros
ingredientes activos para el cuerpo. Formas de dosificacion de este tipo se pueden hacer disolviendo o dispersando
el agente en el medio apropiado. También se pueden utilizar potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo
del ingrediente activo a través de la piel. La velocidad de un flujo de este tipo puede controlarse proporcionando una
membrana de control de la velocidad o dispersando el ingrediente activo en una matriz polimérica o gel.

Formulaciones oftalmicas, pomadas oculares, polvos, disoluciones y similares también se contemplan como dentro
del alcance presentado en esta memoria.

Las composiciones farmacéuticas que se presentan en esta memoria, adecuadas para la administracién parenteral,
comprenden uno o mas derivados de rifamicina solos o en una mezcla de ellos o en asociaciéon con compuestos de
Férmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos en combinacion con una o mas disoluciones, dispersiones,
suspensiones 0 emulsiones acuosas 0 no acuosas, isotonicas, estériles y farmacéuticamente aceptables, o polvos
estériles que pueden reconstituirse justo antes del uso en disoluciones o dispersiones inyectables estériles, que
pueden contener antioxidantes, tampones, agentes bacteriostaticos, solutos que hacen la formulacion isotonica con
la sangre del receptor pretendido o agentes de suspension o espesantes.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas presentadas en este documento incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y
ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de materiales de revestimiento tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamano de
particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de microorganismos puede asegurarse
mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo parabeno, clorobutanol, fenol,
acido sorbico y similares. También puede ser deseable incluir en las composiciones agentes isotdnicos tales como
azucares, cloruro de sodio y similares. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
ser provocada por la inclusién de agentes que retrasan la absorcion tales como monoestearato de aluminio y
gelatina.

En algunos casos, para prolongar el efecto de un farmaco, es deseable ralentizar la absorcion del farmaco a partir
de la inyeccion subcutanea o intramuscular. Formas de depdsito inyectables se elaboran formando matrices
microencapsuladas de derivados de rifamicina solos o en una mezcla de ellos o en asociacién con compuestos de
Férmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos en polimeros biodegradables tales como polilactida-
poliglicolida. Dependiendo de la relacion de farmaco a polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado,
la tasa de liberacion del farmaco puede ser controlada. Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen
poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Formulaciones inyectables de depodsito también se preparan atrapando el
farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con el tejido corporal.

Cuando los derivados de rifamicina de Férmula | solos o en una mezcla de ellos o en asociacion con compuestos de
Foérmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos se administran como productos farmacéuticos a seres
humanos y animales, pueden administrarse per se o como una composicion farmacéutica que contiene, por ejemplo,
0,1 a 99,5% (mas preferiblemente, 0,5 a 90%) de ingrediente activo en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los derivados de rifamicina de Férmula I, solos o en
una mezcla de ellos o en asociacion con compuestos de Férmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos,
que pueden utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas presentadas en esta
memoria, se formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales
conocidos por los expertos en la técnica.

Los niveles reales de dosificacion y el curso temporal de administracién de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas presentadas en esta memoria pueden variarse para obtener una cantidad del
ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un paciente en particular,
composicion y modo de administracion, sin ser toxico para el paciente. Un intervalo de dosis ilustrativo es de 1 a
3000 mg por dia.
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Una dosis preferida de los derivados de rifamicina de Férmula | presentada en esta memoria es el maximo que un
paciente puede tolerar sin desarrollar efectos secundarios graves. En una realizacién, los derivados de rifamicina
presentados en esta memoria se administran a una concentracion de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
200 mg por kilogramo de peso corporal, de aproximadamente 10 - aproximadamente 100 mg/kg o de
aproximadamente 40 mg - aproximadamente 80 mg/kg de peso corporal. Intervalos intermedios a los valores antes
citados estan también dentro del alcance de la invencion.

En el tratamiento de terapia de combinacioén, tanto los compuestos presentados en esta memoria como el o los otros
agentes farmacéuticos se administran a mamiferos (p. e€j., seres humanos, hombres o mujeres) por métodos
convencionales. Los agentes pueden ser administrados en una forma de dosificacion Unica o en formas de
dosificacion separadas. Cantidades eficaces de los otros agentes terapéuticos son bien conocidas por los expertos
en la técnica. Sin embargo, esta dentro del alcance del experto en la materia determinar el intervalo éptimo de
cantidades eficaces del otro agente terapéutico. En una realizacion presentada en esta memoria en la que se
administra otro agente terapéutico a un animal, la cantidad eficaz del compuesto presentada en esta memoria es
menor que su cantidad eficaz en el caso de que no se administre el otro agente terapéutico. En otra realizacion, la
cantidad eficaz del agente convencional es menor que su cantidad eficaz en el caso de que no se administre el
presentado en esta memoria. De esta manera, se pueden minimizar los efectos secundarios no deseados asociados
con altas dosis de cualquiera de los agentes. Otras ventajas potenciales (incluyendo sin limitacion regimenes de
dosificacion mejorados y/o un coste reducido en farmacos) resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

En diversas realizaciones, las terapias (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos) se administran a menos de 5
minutos de diferencia, a menos de 30 minutos de diferencia, a 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de
diferencia, a aproximadamente 1 hasta aproximadamente 2 horas de diferencia, a aproximadamente 2 horas hasta
aproximadamente 3 horas de diferencia, a aproximadamente 3 horas hasta aproximadamente 4 horas de diferencia,
a aproximadamente 4 horas hasta aproximadamente 5 horas de diferencia, a aproximadamente 5 horas hasta
aproximadamente 6 horas de diferencia, a aproximadamente 6 horas hasta aproximadamente 7 horas de diferencia,
a aproximadamente 7 horas hasta aproximadamente 8 horas de diferencia, a aproximadamente 8 horas hasta
aproximadamente 9 horas de diferencia, a aproximadamente 9 horas hasta aproximadamente 10 horas de
diferencia, a aproximadamente 10 horas hasta aproximadamente 11 horas de diferencia, a aproximadamente 11
horas hasta aproximadamente 12 horas de diferencia, a aproximadamente 12 horas hasta 18 horas de diferencia, a
18 horas hasta 24 horas de diferencia, a 24 horas hasta 36 horas de diferencia, a 36 horas hasta 48 horas de
diferencia, a 48 horas hasta 52 horas de diferencia, a 52 horas hasta 60 horas de diferencia, a 60 horas hasta 72
horas de diferencia, a 72 horas hasta 84 horas de diferencia, a 84 horas hasta 96 horas de diferencia o a 96 horas a
120 horas de diferencia. En realizaciones preferidas, dos o mas terapias se administran dentro de la visita del mismo
paciente.

En determinadas realizaciones, uno o mas compuestos presentados en esta memoria y una o mas de otras terapias
(p- €j., agentes profilacticos o terapéuticos) se administran ciclicamente. La terapia ciclica implica la administracion
de una primera terapia (p. €j., un primer agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguido de
la administracion de una segunda terapia (p. €j., un segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de
tiempo, opcionalmente seguido por la administracion de una tercera terapia (p. €j., agente profilactico o terapéutico)
durante un periodo de tiempo y asi sucesivamente, y repitiendo esta administracion secuencial, es decir, el ciclo con
el fin de reducir el desarrollo de resistencia a una de las terapias, para evitar o reducir los efectos secundarios de
una de las terapias, y/o para mejorar la eficacia de las terapias.

En determinadas realizaciones, se puede repetir la administracion de los mismos compuestos que se presentan en
esta memoria y las administraciones se puede separar por al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias,
30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, o al menos 6 meses. En otras realizaciones, se puede repetir la
administracion de la misma terapia (p. €j., agente profilactico o terapéutico) que no sea derivados de rifamicina y la
administracion se puede separar por al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2
meses, 75 dias, 3 meses, o al menos 6 meses.

Determinadas indicaciones pueden requerir tiempos de tratamiento mas largos. Por ejemplo, el tratamiento de la
diarrea del viajero puede durar sélo entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente 72 horas, mientras que un
tratamiento para la enfermedad de Crohn puede oscilar entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 3 meses.

En esta memoria también se proporcionan kits, por ejemplo kits para el tratamiento de un trastorno intestinal en un
sujeto. Los kits pueden contener, por ejemplo, uno o mas de los derivados de rifamicina solos o en una mezcla de
ellos o en asociacion con compuestos de Férmula Il o en una mezcla con otros ingredientes activos y las
instrucciones para su uso. Las instrucciones de uso pueden contener informacion de prescripcién, informacion de
dosificacion, informacion de almacenamiento y similares.

También se proporcionan composiciones envasadas, y éstas pueden comprender una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o mas de un derivado de rifamicina solo o en asociacién con compuestos de Férmula Il o en una
mezcla con ofros ingredientes activos y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en donde la
composicion se formula para el tratamiento de un sujeto que padece o es susceptible a un trastorno del intestino, y
envasadas con instrucciones para el tratamiento de un sujeto que padece o es susceptible a un trastorno intestinal.
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Ejemplo 1

Sintesis de acetato de (12'Z,14'E,24'E)-5'17’,19'-trihidroxi-12'-(hidroximetil)-23'-metoxi-2',4’,16°,18',20',22'-
hexametil-1',4,6'11’-tetraoxo-1',2'-dihidro-6’H-espiro[1,3-dioxolano-2,9'-[2,7]
epoxipentadecal1,11,13]trienoimino) nafto[2,1-b]furan-21’-ilo

Este ejemplo proporciona un método para preparar el compuesto de Formula Il, en donde R es acetilo, Ry es
hidrégeno, Rz es para-metilo y R3 es hidroximetilo.

Un cultivo de Nocardia mediterranea (ATCC 31064) se propagd durante 6-8 dias en agar de Benett y se incubo a
28°C. Dos matraces Erlenmeyer de 500 ml se inocularon, bajo condiciones estériles, con el cultivo obtenido a partir
de la porcion inclinada del agar. Los matraces contenian 100 ml de la composicion de medio vegetativo tal como se
describe en la Tabla 1.

Tabla 1

Componente Cantidad
Extracto de carne de res 59
Extracto de levadura 59
Peptona 59
Caseina hidrolizada 34

El pH se ajusté a 7,3 con NaOH 1M. Los matraces, inoculados de este modo, se colocaron en un agitador alternativo
a 28°C durante 72 horas. Se utilizé el contenido de los dos matraces Erlenmeyer como indculo vertiéndolo en un
pre-fermentador de 10 litros que contiene 4 litros del medio vegetativo arriba mencionado. La incubacion se llevo a
cabo a 28°C con una agitacién de 300 rpm y una aireacion de 1 v/v/m. Después de 48 horas de crecimiento se
obtuvo un volumen de 7-10% de células empaquetadas.

En la etapa siguiente las células se utilizaron como inéculo en un fermentador de vidrio de 10 litros que contenia 4
litros de la composicion del medio como se describe a continuacion y en la Tabla 2:

Tabla 2

Componente Cantidad
Harina de cacahuete 25¢g
Harina de soja 59
(NH4)2304 9,5 g
MgS04-7H,0 0,859
Glucosa 95¢g
Glicerol 409
KH2P04 1 g
Propilenglicol 59
CaCOs3 8,549
Dietilbarbiturato de Na 1,79
CuS04-5H,0 2,8 mg
FeSO4-7H,O 8,5 mg
ZnS04 7H0 42,5 mg
MnSQ4-7H,0 3,4 mg
CaCl,-7H,0 1,7 mg
(NH4)5MO7024‘4H20 0,85 mg
H,0 hasta 1 litro

El pH se ajust6 a 7,8 con NaOH y se esterilizé durante 60 minutos a 120°C. Después de la esterilizacion el pH era
de 6,4. Como in6culo se utilizé una cantidad del contenido del pre-fermentador igual al 5% del contenido del
fermentador. La fermentacion se llevd a cabo a 28°C con una agitacion de 750 rpm y una aireacion a una tasa de 1
v/v/im. Silicona A se utilizé como antiespumante. El caldo de cultivo se volvié de un color rojo-pardo caracteristico
durante la fermentacion. Después de aproximadamente 200 horas de crecimiento se obtuvo un volumen de células
empaquetadas. El pH del caldo era 7,5, y luego el caldo se recogid para separar las células.

El micelio se separé por filtracion y se deseché. El filtrado se ajusté a pH 2,0 con acido clorhidrico al 10% (v/v) y se
extrajo tres veces con un volumen igual de acetato de etilo. Los extractos reunidos se concentraron a sequedad bajo
vacio a 35°C y el residuo se disolvio en tampon fosfato de sodio 0,005 M pH 7,5. Se afiadid nitrito de sodio para dar
una concentracion final de 0,2% (p/v). Después de agitar durante 30 min a temperatura ambiente, la disolucién
tampon se extrajo tres veces con un volumen igual de acetato de etilo. Los extractos organicos reunidos se
concentraron a sequedad bajo vacio a 35°C. El extracto se purificd utilizando cromatografia en columna de gel de
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silice en condicién isocratica de elucién con una mezcla de disolventes diclorometano/metanol en la relacion 40/1
(v/v), velocidad lineal de 2,65 cm/min, con una capacidad de carga de 1 gramo de mezcla a separar en 13 mililitros
de fase estacionaria.

El compuesto obtenido se analizé6 en HPLC, utilizando una columna Hypersil ODS que tiene unas dimensiones de
250 mm de longitud y 4,4 mm de diametro, eluida en condicién isocratica con acetonitrilo/tampon fosfato de sodio bi-
acido 0,025 M, pH 7,0, en la relacion 1/1 (v/v) con un caudal de 1 ml/min. Se recogié la fraccion cromatografica con
una pureza superior al 90% vy el disolvente se concentré a sequedad bajo vacio. El perfil cromatografico de
compuesto de Férmula Il, en donde R es acetilo, R1 es hidrégeno, R2 es p-metilo y R3 es hidroximetilo,
caracterizado por un tiempo de retencion (RT) de 7,45 min se encuentra en la Figura 1. El compuesto fue
identificado por 'H-RMN y el espectro se muestra en la Figura 2.

Ejemplo 2

Sintesis de 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-5,21,23-trihidroxi-16-(hidroximetil)-27-metoxi-
2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadecal1,11,13]trienocimino)furo[2",3":7',8"Inafto[1’,2’:4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-io.

Este compuesto es el compuesto de Férmula I, en donde R es acetilo, Ry es hidrégeno, R, es p-metilo y Rs es
hidroximetilo.

Una disolucion de 200 mg de acetato de (12'Z,14'E,24'E)-5'17’,19'-trihidroxi-12'-(hidroximetil)-23'-metoxi-
2'4’,16°,18',20',22'-hexametil-1',4,6'11’-tetraoxo-1',2"-dihidro-6'H-espiro[1,3-dioxolano-2,9'-[2,7]
epoxipentadeca[1,11,13]trienoimino) nafto[2,1-b]furan-21-ilo, obtenida segun se describe en el Ejemplo 1, se
disolvio en 0,6 ml de agua destilada y se afadieron 0,5 ml de etanol bajo agitacion a temperatura ambiente con 82
mg de 2-amino-4-metil-piridina. La mezcla de reacciéon se mantuvo a 47°C durante aproximadamente cinco horas
hasta la desaparicion completa del reactivo de Férmula Il mediante analisis de HPLC en el mismo resefiado en el
Ejemplo 1. La disolucion se llevo a temperatura ambiente y se afiadieron 5 mg de acido ascdrbico. La disolucion se
acidific6 a pH 2,0 con HCI concentrado y después la disolucién se extrajo con dos partes alicuotas de
aproximadamente 1,0 ml de acetato de etileno. Las fases organicas reunidas se secaron sobre sulfato de sodio, se
filtraron y se evaporaron hasta sequedad.

El compuesto obtenido, analizado en HPLC en las mismas condiciones del Ejemplo 1, se caracteriza por un RT de
6,2 min, con una pureza correspondiente a 95% vy el cromatograma se encuentra en la Figura 3. El compuesto
obtenido se identific6 en espectroscopia FT-IR, 'H-RMN, "C-RMN y el peso molecular se determin6 con
espectroscopia de EIMS.

Espectro I.R.- se observaron bandas de absorcion caracteristicas en las siguientes frecuencias (en cm'1), que se
obtiene con una pelicula de NaCl: 3400, 2972, 2929,6, 1717,7, 1654,3, 1690,0, 1543,6, 1508,5, 1475,7, 1454,5,
1373,8, 1322,9 , 1233,4, 1157,3, 1106.4, 1059,7, 1021,5, 974,8, 949,3, 877,2, 800,8, 732,8. El espectro se muestra
en la Figura 4 y los datos estan de acuerdo con las estructuras propuestas.

Espectro de "H-RMN-. Se observaron picos de resonancia caracteristicos en lo siguiente (expresado como ppm):
0,34 (d, 3H), 0,76 (d, 3H), 0,97 (d, 3H), 1,27 (m, 1H) 1,44 ( m, 1H), 1,63 (m, 1H), 1,89 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,09 (s,
3H), 2,32 (m, 1H), 2,59 (s, 3H), 2,91 (m, 1H), 3,02 (s, 3H), 3,37 (d, 1H), 3,73 (m, 2H), 3,95 (m, 2H), 4,50 (d, 1H) ,
4,63 (d, 1H), 4,95 (d, 1H), 5,01 (d, 1H), 6,06 (d, 1H), 6,18 (d, 1H), 6,49 (d, 1H), 6,92 (d, 1H), 7,05 (d, 1H), 7,39 (s,
1H), 8,53 (d, 1H), 9,13 (s, 1H), 14,73 (s, 1H), 16,89 (s, 1H), en donde s = singlete, d = doblete, m = multiplete. El
espectro se muestra en la Figura 5 y los datos estan de acuerdo con la estructura propuesta.

Espectro de 3C-RMN-. Picos de resonancia caracteristicos se observaron en la siguiente ¢ (expresado como ppm):
7,14, 7,47, 8,75, 10,90, 17,25, 20,79, 22,33, 32,81, 36,87, 38,14, 38,35, 57,24, 65,13, 72,35, 74,31, 77,16, 77,62,
97,51, 103,98, 104,53, 108,43, 109,58, 111,77, 114,29 114,29, 114,37, 117,74, 119,09, 122,77, 125,39, 129,26,
139,09, 139,28, 141,15, 144,54, 147,93, 153,59, 169,05, 172,08, 172,14, 181,82, 189,19. El espectro se muestra en
la Figura 6 y los datos estan de acuerdo con la estructura propuesta.

EIMS: El peso molecular fue determinado con el parametro de sintonizacion ESI + y ESI-, con un capilar de 3,00KV,
un cono de 25V y un extractor de 3KV. El espectro se encuentra en la Figura 7 y el compuesto obtenido tenia un
peso molecular correspondiente a 801.

Ejemplo 3

Concentracion minima de la sustancia activa capaz de inhibir el crecimiento in vitro de la bacteria patégena

(CIM)

La concentracion minima de la sustancia activa capaz de inhibir el crecimiento in vitro de la bacteria patégena (CIM)
se determiné con el método de microdilucion tal como se describe en el Comité Nacional de Normas de Laboratorio
Clinico NCCLS, 2003 y E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC 29213), E. faecalis
(ATCC 29212) se insertaron como un patron de control.
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La Tabla 3 presenta los resultados de la concentracién minima de inhibicién del crecimiento in vitro en diferentes
cepas de bacterias gram-negativas.

La Tabla 4 presenta los resultados de la concentracién minima de inhibicién del crecimiento in vitro en diferentes
cepas de Staphylococcus spp y Enterococus spp.
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Tabla 3
INUmero Cepa CIM (mg/L)
97 C.freundii 128
o4 C.freundii 128
99 C.freundil 128
106 C.freundii 128
109 C.freundii 128
8¢ C.freundii 128
93 C.freundii 128
95 C.freundii 128
96 C.freundii 128
100 C.freundi 128
101 C.freundii 128
30-106 E.aerogenes 128
107 E.aerogenes 128
109 E.aesrogenes 128
110 E.asrogenes 128
112 E.asrogenes 128
6-74 E.cloacae 128
6-86 E.cloacae 128
3C-111 E.cloacae 128
30-118 E.cloacae 128
30-150 E.cloacae 128
30-123 E.cloacae 128
30-125 E.cloacae 128
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Numero Cepa CIM (mg/L)
88 E.cloacae 128
89 E.cloacae 128
93.1 E.cloacae 128
102 E.cloacae 128
103 E.cloacae 128
166 E.cloacas 128
168 E.cloacas 128
214 E.cloacae 128
30-97 F.cloacas 128
30-85 E.cloacae 128
92 E.cloacase 128
225.2 E.cloacae 128
6-84 E.cloacae 128
355 E.coli 16
001 E.coli 32
004 E.coli 32
359 E.coli 32
361.2 E.coli 32
6-82 E.coli 64
30-138 E.coli G4
005 E.coli 16
006 E.coli 16
015 E.coli 18
019 E.coli 16
144 E.coli 16
152 E.coli 16
20-120 E.coli 16
1565 E.coli 16
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Numero ~ |Cepa CIM (mg/L)
320 E.coli 16
324 E.coli 16
326 E.coli 16
330 E.coli 16
332 E.coli 16
009 E.coli 32
012 E.coli 32
013 E.coli 32
036 E.coli 32
037 E.coli 32
055 E.coli 32
097 E.coli 32
101 E.coli 32
104 E.coli 32
112 E.coli 32
145 E.coli 32
8-73 E.coli 32
20-124 E.coli 32
159 E.coli 32
164 E.coli 32
312 E.coli 32
313 E.coli 32
314 E.coli 32
416 E.coli 32
455 E.coli 32
113 E.coli 84
120 E.coli 64
122 E.coli 64
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Namero Cepa CIM (mg/L)
123 E.coli 64
124 E.cali 64
154 E.coli 64
8-56 E.coli 84
6-58 E.coli 64
6-77 E.coli 64
6-85 E.coli 64
6-95 E.coli 64
20-19 E.coli 64
20-42 E.coli 64
20-133 E.coli 64
20-135 E.coli 64
20-158 E.coli 64
165 E.coli 64
169 E.coli 64
170 E.coli 64
177 E.coli 64
192 E.coli 64
369 E.coli 84
121 E.coli 128
125 E.coli 128
30-25 E.coli 128
30-143 E.coli 128
30-4 E.coli 128
30-65 E.coli 128
20-161 E.coli 128
20-180 E.coli 128
201 E.coli 128
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Numero Cepa CIM (mg/L)
223 E.coli 128
256 E.coli 128
421 E.coli 128
20-26 E.coli 32
20-27 E.coli 32
122 E.coli 32
288 E.coii 32
6-64 E.coli 64
6-80 E.coli 64
6-101 E.coli 64
6-107 E.coli 64
6-94 E.coli 64
6-62 E.coli 64
30-11.1 E.coli 64
30-149 E.coli 64
30-8 E.coli 64 .
20-22 E.coli 64
20-29 E.coli B4
20-38 E.coli _ 64
20-39 E.coli 84
20-40 E.coli 64
20-63 E.coli 64
20-102 E.coli 64
20-11¢ E.coli 64
20-127 E.coli 64
20-156 E.coli 64
123 E.coli 64
124 E.coli 64
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Numero Cepa CIM (mg/L)
137 E.coli 64
423 E.coli g4
428 E.coli 64
132 E.coli 128
8-08 E.coli 128
6-110 E.coli 128
30-69 E.coli 128
30-84 E.coli 128
30-117 E.coli 128
30-128 E.coli 128
30-151 E.coli 128
30-53 E.coli 128
30-26.1 E.coli 128
20-21 E.coli 128
20-24 E.coli 128
20-177 E.cali 128
20-184 E.coli 128
20-185 E.coli 128
431 E.coli 128
6-99 E.coli 64
6-90 E.coli 64
30-15 E.coli 128
30-110 E.coli 128
§) E.sacazaKii 128
8 E.sacazakii 128
9 E.sacazakii 128
20-35 K.oxytoca 64
3.1 K.oxytoca 64
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Numero Cepa CIM (mg/L)
55 K.oxytoca 64
7 K.oxytoca 64
14 _ K.oxytoca 64
65-78 K.oxytoca 128
3.2 K.oxytoca 128
85 iKK.oxytoca 128
20 K.oxytoca 128
30-87 K.oxytoca 128
6-66 K.pneumoniae 128
20-77 K.pneumonice 128
20-126 K.pneumonize 128
11 K.pneumoniae 128
12 K.pneumoniae 128
B3 K.pneumoniae 128
118 K.pneumaoniae 128
21 K.pheumoniae 128
28 K.pheumcniae 128
6-117 K.pneumoniae 128
30-124 K.pnasumaoniae 128
20-18¢ K.pneumoniae 128
13 K.pneumoniae 128
65 K.pneumonriae 128
46 K.pneumecniae 128
6-113 M.morganii 128
5o M.morganii 64
59 M.merganii 64
20-157 M.morganii 128
55 M.morgani 128
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Namero Cepa CIM (mg/L)
hB M.morganii 128
57 M.maorganii 128
20-43 P.mirabilis 64
30-80 P.mirabilis 128
30-20.2 P.mirabilis 64
32 P.mirabilis 64
33 P.mirabilis B4
82 P.mirabilis 64
83 P.mirabiis 64
30-41 P.mirabilis 128
41 P.mirabllis 128
42 P.mirabilis 128
6-57 P.mirabilis 128
34 P.mirabilis 128
35 P.mirabilis 128
36 P.mirabilis 128
37 P.mirabilis 128
38 P.mirabilis 128
56 P.mirabilis 128
76 S.liquefaciens 128
77 S.liguefaciens 128
78 S.liguefaciens 128
99 S.marcescens 128
30-12 S.marcescens 128
30-76 S.marcescens 128
20-23 S.marcescens 128
20-70 S.marcescens 128
112 S.marcescens 128
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Numero Cepa CIM (mg/L)
ATCC 25922 |E.coli 32
20-89 A.baumannii 32
96 A.baumannii 32
51 A.baumannii 32
30-49 A.baumannii ¢4
a3 Abaumannii 64
20-64 A.lwoffi 4
20-160 A woffi 128
20-49 Axyloxy 128
50 A.xyloxy 128
7 P.aeruginosa 32
8 P.aeruginosa 32
g P.aeruginosa 64
1C P.aeruginosa 16
11 P.aeruginosa 64
12 P.aeruginosa 64
13 P.aeruginosa 32
30-94 S.maltophilia 64
64 S.maltophilia 64
Q9 S.maltophilia 64
130-105 S.maltophilia 128
66 S.maltophilia 128
79.1 S.maltophilia 128
20-149 S.maltophilia 64
20-58 S.maltophilia 128
78 S.maltophilia 128
115 S.maitophilia 128
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Numero Cepa CIM (mg/L)
ATCC 27853 |P.aeruginosa 32
Tabla 4
N° Cepa CIM (mg/ml)
387.2 S.aursus 0.12
78 S.aureus 0,25
79 S.aureus 0,25
387.1 S.aureus 0.25
20-13 S.aureus 0,25
20-5 S.aureus 0,12
a0 S.aureus 0,25
91 S.aureus 0,25
96 S.aureus 0,25
386 S.aursus 0.25
388 S.aureus 0.25
20-12 S.aureus 0,25
20-17 S.aureus 0,25
80 S.aureus 05
93 S.aureus 0.5
95 S.aureus 0.5
101 S.aureus 0,5
111 S.aureus 0.5
414 S.aureus 0.5
20-9 S.aureus 0.5
20-28 S.aureus 0.5
81 S.aureus 1
83 S.aursus i
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NP Cepa CIM (mg/ml)
94 S.aureus 1
394 S.aureus 1
107 S.aureus 1
113 S.aureus 1
411 S.aureus 1
20-10 S.aureus 1
20-43 S.aureus 1
20-44 S.aureus 1

97 S.aureus 0.25
98 S.aureus 0.25
30-18 S.aureus 0.25
30-83.2 S.aureus 0,25
92 S.aureus 0.5
99 S.aureus 05
100 S.aureus 0.5
102 S.aureus 0.5
103 S.aureus 0.5
106 S.aureus 0.5
111.3 S.aureus 0.5
118 S.aureus 0.5
224 S.aureus 05
377 S.aureus 0.5
395 S.aureus 05
4086 S.aureus 0.5
20-6 S.aureus 0.5
20-117 S.aureus 0.5
20-25 S.aureus 05
20-30 S.aureus 0.5
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N° Cepa CIM (mg/ml)
20-34 S.aureus 05
20-37 S.aureus 0,5
20-45 S.aureus 05
396 S.aureus 1
20-109 S.aureus 1
20-31 S.aureus 1
217 S.aureus 05
30-104 S.aureus 0,5
30-122 S.aureus 05
30-70 S.aureus 0,5
116 S.aureus 1
117 S.aureus 1
119 S.aureus 1
120 S.aureus 1
122 S.aureus 1
124 S.aureus 1
132 S.aureus 1
135 S.aureus 1
209 S.aureus 1
217 S.aureus 1
220 S.aureus 1
30-5 S.aureus 1
30-6 S.aureus 1
20-33 S.aureus 1
30-100 S.aureus 1
30-101 S.aureus 1
30-102 S.aureus 1
30-64 S.aureus 1
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N° Cepa CIM (mg/ml)
30-67 S.aureus 1
223 S.aureus 1
400 S.aureus 1
402 S.aureus 1
30-120 S.aureus 1
30-130 S.aureus 1
30-133 S.aureus 1
30-146 S.aureus 1
30-23 S.aureus 1
30-48 S.aureus 1
30-99 S.aureus 1
30-108 S.aureus 1
30-142 S.aursus 1
218 S.aureus >1
219 S.aureus >1
403.2 S.aureus >1
30-119 S.aureus >1
398 S.aureus >1
229 S.aureus >1
230 S.aureus >1
30-105 S.aureus >1
30-11.1 S.aureus >1
30-139 S.aureus >1
30-156 S.aureus >1
30-22 S.aureus >1
30-24 S.aureus >1
30-27 S.aureus >1
30-34 S.aureus >1
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N° Cepa CIM (mg/ml)
30-35 S.aureus >1
30-40 S.aureus >1
30-89 S.aureus >1
30-9.1 S.aureus >1
300 S.aursus 0.25
306 S.aureus 0,25
312 S.aureus 0,25
325 S.aureus 0.5
329.2 S.aureus 0.25
333 S.aursus 0,25
358 S.aureus 0.5
376 S.aureus 0.5
16 S.epidermidis 0,06
20 S.epidermidis |C.06
20-32 s.epidermidis |0,08
30-16 S.epidermidis |0.06
19 S.epidermidis j0.12
7 S.epidermidis |0,25
9 S.epidermidis |0.25
11 S.epidermidis [0.25
41 S.epidermidis |0.25
42 S.epidermidis [0,25
20-101 s.epidermidis 0,25
20-104 s.epidermidis 0,25
20-18 s.epidermidis |0,25
20-61 s.epidermidis [0.25
20-62 s.epidermidis |0,25
10 S.epidermidis 0,5
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N° Cepa CIM (mg/ml)
20-107 s.epidermidis |0:5
12 S.epidermidis |0.06
30-134 S.epidermidis |0.06
30-75 S.epidermidis |0.06
17 S.epidermidis |0.12
30-54 S.epidermidis |0.12
30-55 S.epidermidis [0.12
30-77 S.epidermidis [0.12
30-80 S.epidermidis 0,12
30-152 S.epidermidis 0,5
13 S.epidermidis |1
30-73 S.epidermidis |1
30-10 S.epidermidis |>1
30-148 S.epidermidis 10,5
30-135 S.epidermidis |1
30-109 S.epidermidis 10,25
29 S.epidermidis |05
36 S.epidermidis 0.5
30115 S.epidermidis |1

37 S.epidermidis |1
30-92 S.epidermidis |>1
30-78 S.epidermidis |1
30-154 S.epidermidis |>1
30-2 S.epidermidis |>1
30-66 S.epidermidis |>1
233 S.epidermidis |C.06
258 S.epidermidis |0.C6
247 S.epidermidis {0.C6
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N° Cepa CIM (mg/ml)
248.1 S.epidermidis |0.06
266 S.epidermidis |0.5
64 S.haemoliticus | 0,25
75.1 S.haemaliticus | 0.25
65 5.haemoliticus | 0,5
69 S.haemoliticus {0,5
74 S.haemoliticus |05
72 - S.haemoliticus | 1
73 S.haemoliticus | 1
178 S.haemoliticus (1
20-54 S.haemoliticus |1
129 S.hominis 0.25
131 S.hominis 0,25
168 S.hominis 0,25
30-13 S.hominis 0.5
30-93 S.hominis G.12
116.1 S_.hominis 0,25
133 S.hominis 0,25
128 S.hominis 0.5
30-114 S.hominis 1

84 S.intermedius |1
105 S.intermedius |1

90 S.intermedius |>1
30-83.1 S.intermedius |>1
106.2 S.intermedius |1
83.2 S.intermedius |>1
30-81 S.warneri 012
156 S.warneri 0.25
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N° Cepa CIM (mg/ml)
30-129 S.warneri 0,12
221 S.warneri 0.5
30-153 S.warneri 0.5
189.1 S.warneri 1
159 S.warneri 0,5
30-116 S.warneti 1
146 S.warneti 1
150 S.warneri 1
151 S.warneri i
162 S.warneri 1
182 S.warneri 1
163 S.warneri >1
30-145 S.warneri >1
ATCC29213 S.aureus 0.5
09-85 E.faecalis 4
035-52 E.faecalis 128
80 E.faecalis 32
31 E.taecalis 32
035-63 E.taecalis 64
035-65 E.faecalis 64
035-78 E.faecalis 64
09-35 E.faecalis 64
035-125 E.faecalis 64
82 E.faecalis 64
a8 E.faecalis 64
91 E.faecalis 64
173 E.fascalis 64
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N° Cepa CIM (mg/ml)
188 E.faecalis 64
218 E.faecalis 64
219 E.faecalis 64
035-58 E.faecalis 128
035-116.2 E.faecalis 128
035-20.3 E.faecalis 128
87 E.faecalis 128
89 E.faecalis 128
20 E.faecalis 128
035-96 E.faecalis 64
92 E.faecalis 64
94 E.faecalis 64
09-7 E.fascalis 128
09-21 E.faecalis 128
93 E.faecalis 128
09-75 E.fascalis 128
09-94 E.faecalis 128
035-128.1 E.fascalis 128
035-136 E.faeccalis 128
126 E.faecalis 128
127 C.fascalis 128
128 E.faecalis 128
158 E.fagcalis 128
09-72 E.faecalis 128
169 E.faecalis 128
09-79 E.faecalis 128
172 E.faecalis 128
166 E.faecalis 128
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N° Cepa CIM (mg/ml)
3.2 E.faecalis 128
321 E.fascalis 128
322 E.faecalis 128
304 E.fascalis 128
307 E.faecalis 128
309 E.faecalis 128
322 E.faecalis 128
337 E.faecalis 128
335 E.faecalis 128
144 E.faecalis 128
035-35 E faecium 128
035-45.2 E.faecium 128
035-8.2 E.faecium 64
100 E.fascium 64
106 E.faecium 64
09-86 E.fascium 128
09 E.faecium 128
136 E.fascium 64
141 E.faecium 64
09-68 E.faecium 128
035-108 E.fascium 128
112 E.faecium 128
117 E.faecium 64
035-97 E.faecium 128
126 E.fascium 64
138 E.fascium 64
169 E.faecium 64
188 E.faecium 64
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No. Strain M.I.C. (mg/ml)
197.2 E.faecium 64
206 E.faecium 128

ATCC 29212 |64

Ejemplo 4

Uso de 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-5,21,23-trihidroxi-16-(hidroximetil)-27-metoxi-
2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadecal1,11,13]triencimino)furo[2",3":7',8'Inafto[1’,2’:4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-i0 _en la infeccién
bacteriana.

Se identifica un paciente que sufre una infeccién bacteriana. Al paciente se administra una formulacién farmacéutica
que contiene 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-5,21,23-trihidroxi-16-(hidroximetil)-27-metoxi-
2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadeca[1,11,13]trienoimino)furo[2",3":7',8'Inafto[1’,2":4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-io0 (Compuesto |, en donde
R es acetilo, R es hidrégeno, R; es metilo y Rs es hidroximetilo). Después de transcurrir 10 dias de tratamiento
utilizando la formulacién anterior, se reduce el nivel de infecciéon bacteriana en el paciente.

Ejemplo 5

Sintesis de un derivado de Férmula |

(fuera del alcance de la presente invencion)

Compuestos alternativos de férmula | se sintetizan de acuerdo con el siguiente procedimiento. En particular, este
procedimiento se utiliza para preparar compuestos de féormula |, en donde R es acetilo, Ry es uno de alquilo (C1.),
benciloxi, mono- y di-alquil (C4-3) amino-alquilo (C1.4), alcoxi (C1-3)-alquilo (C+.4), hidroxi-metilo, hidroxi-alquilo (C24) y
nitro, y Rz es uno de alquilo (C1.4), benciloxi, mono- y di- alquil (C1.3) amino-alquilo (C1.4), alcoxi (C1.3)-alquilo (C1.4),
hidroxi-metilo, hidroxi-alquilo (C24) y nitro, o0 Ry y R> tomados junto con dos atomos de carbono consecutivos del
nucleo de piridina forman un anillo de benceno no sustituido, o mono-sustituido o di-sustituido con metilo o etilo, y R
es uno de hidroxietilo, hidroxipropilo o hidroxibutilo.

Una disolucion de 200 mg de Férmula 1l, producida sustancialmente como se describe en el Ejemplo 1, se disuelve
en 0,6 ml de agua destilada y 0,5 ml de etanol, afiadido bajo agitacion a temperatura ambiente con 82 mg de una 2-
amino-piridina de Férmula lll, sustituida con uno o dos de los siguientes sustituyentes en las posiciones Ry o Ry:
alquilo (C1.4), benciloxi, mono- y di-alquil (C+-3) amino-alquilo (C14), alcoxi (C1.3)-alquilo (C1.4), hidroxi-metilo, hidroxi-
alquilo (Cz4) y nitro, y Rz es uno de alquilo (C1.4), benciloxi, mono- y di- alquil (C1.3) amino-alquilo (C1.4), alcoxi (C1.3)-
alquilo (C14), hidroxi-metilo, hidroxi-alquilo (C;4) y nitro, o esta sustituida de modo que R1 y Rz, tomados junto con
dos atomos de carbono consecutivos del nuicleo de piridina, forman un anillo de benceno no sustituido, o mono-
sustituido o di-sustituido con metilo o etilo. La mezcla de reaccién se mantiene a una temperatura de 47°C durante
aproximadamente cinco horas hasta la desaparicion del reactivo de Férmula Il mediante analisis HPLA en la misma
resefiado en el Ejemplo 1. La disolucion se lleva a temperatura ambiente y se afiaden 5 mg de acido ascérbico. La
disolucioén se acidifica a pH 2,0 con HCI concentrado y después la disolucion se extrae con dos partes alicuotas de
aproximadamente 1,0 ml de acetato de etileno. Las fases organicas reunidas se secan sobre sulfato de sodio, se
filtran y se evaporan hasta sequedad. El compuesto obtenido se caracteriza en HPLC segun se describe en el
Ejemplo 1. ElI compuesto obtenido de férmula I, después de la reaccion completa, se caracteriza por un RT. El
compuesto obtenido se identifica en espectroscopia FT-IR, 'H-RMN, "*C-RMN y el peso molecular se determina con
espectroscopia de EIMS.

Ejemplo 6

Sintesis de un derivado de Férmula |

(fuera del alcance de la presente invencion)

Compuestos alternativos de férmula | se producen de acuerdo con el siguiente procedimiento. En particular, este
procedimiento se utiliza para preparar compuestos de férmula |, en donde R es acetilo, Ry es uno de alquilo (C1.),
benciloxi, mono- y di-alquil (C+.3) amino-alquilo (C14) alcoxi (C1.3)-alquilo (C1.4), hidroxi-metilo, hidroxi-alquilo (C2.4) ¥y
nitro, y Rz es uno de alquilo (C+.), benciloxi, mono- y di-alquil (C1.3) amino-alquilo (C1.4), alcoxi (C1-3)-alquilo (C1-4),
hidroxi-metilo, hidroxi-alquilo (C24) y nitro, o0 Ry y R> tomados junto con dos atomos de carbono consecutivos del
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nucleo de piridina forman un anillo de benceno no sustituido, o mono-sustituido o di-sustituido con metilo o etilo, y R3
es uno de hidroxietilo, hidroxipropilo o hidroxibutilo.

Un cultivo de Nocardia mediterranea (ATCC 31064) se propaga durante 6-8 dias en agar de Benett y se incuba a
28°C. Con el cultivo obtenido a partir de la porcién inclinada del agar se inoculan en condiciones estériles dos
matraces Erlenmeyer de 500 ml. Los matraces contienen 100 ml de la composicién de medio vegetativo tal como se
describe en la Tabla 1 en el Ejemplo 1.

El pH se ajusta a 7,3 con NaOH 1M. Los matraces, inoculados de esta manera, se colocan en un agitador alternativo
a 28°C durante 72 horas. El contenido de los dos matraces Erlenmeyer se utiliza como inéculo vertiéndolo en un pre-
fermentador de 10 litros que contiene 4 litros del medio vegetativo arriba mencionado. La incubacion se lleva a cabo
a 28°C con una agitacion de 300 rpm y una aireacion de 1 v/iv/m. Después de 48 horas de crecimiento se obtiene un
volumen de 7-10% de células empaquetadas.

En la etapa siguiente las células se utilizan como un inéculo en un fermentador de vidrio de 10 litros que contiene 4
litros de la composicion del medio segun se describe a continuacion y en la Tabla 2 en el Ejemplo 1.

El pH se ajusta a 7,8 con NaOH vy se esteriliza durante 60 minutos a 120°C. Después de la esterilizacion, el pH es
6,4. Una cantidad del contenido del pre-fermentador igual al 5% del contenido del fermentador se utiliza como un
inoculo. La fermentacion se lleva a cabo a 28°C con una agitacion de 750 rpm y una aireacion a una tasa de 1 v/v/m.
Como antiespumante se utiliza Silicona A. El caldo de cultivo se vuelve de un color rojo-pardo caracteristico durante
la fermentacion. Después de aproximadamente 200 horas de crecimiento se obtiene un volumen de células
empaquetadas. El pH del caldo es 7,5, y el caldo se recoge a continuacién para separar las células.

El micelio se separa mediante filtracion y se desecha. El filtrado se ajusta a pH 2,0 con acido clorhidrico al 10% (v/v)
y se extrae tres veces con un volumen igual de acetato de etilo. Los extractos reunidos se concentran hasta
sequedad bajo vacio a 35°C y el residuo se disuelve en tampdn fosfato de sodio 0,005 M, pH 7,5. Se afiade nitrito de
sodio para dar una concentracion final de 0,2% (p/v). Después de agitar durante 30 min a la temperatura ambiente,
la disolucién tampdn se extrae tres veces con un volumen igual de acetato de etilo. Los extractos organicos reunidos
se concentran hasta sequedad bajo vacio a 35°C. El extracto se purifica utilizando cromatografia en columna de gel
de silice en las mismas condiciones del Ejemplo 1.

El compuesto obtenido, que tiene un RT de 7,45 min se disuelve en 0,6 ml de agua destilada y 0,5 ml de etanol se
afaden bajo agitacion a temperatura ambiente con 82 mg de 2-amino-4-metil-piridina. La mezcla de reaccion se
mantiene a 47°C durante aproximadamente cinco horas hasta la desaparicion completa del reactivo de Férmula |l
mediante analisis de HPLC en la misma resefiado en el Ejemplo 1. La disolucion se lleva a temperatura ambiente y
se afiaden 5 mg de acido ascorbico. La disolucion se acidifica a pH 2,0 con HCI concentrado y después la disolucion
se extrae con dos partes alicuotas de aproximadamente 1,0 ml de acetato de etileno. Las fases organicas reunidas
se secan sobre sulfato de sodio, se filtran y se evaporan hasta sequedad.

El compuesto obtenido se analiza en HPLC en las mismas condiciones del Ejemplo 1, se caracteriza por un RT de
6,2 min, con una pureza correspondiente a 95%.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula |

en donde:

R es acetilo, R1 es hidrogeno, R; es p-metilo y R3 es hidroximetilo, y que es 6-oleato de (16Z,18E,28E)-25-(acetiloxi)-
5,21,23-trihidroxi-16-(hidroximetil}-27-metoxi-2,4,11,20,22,24,26-heptametil-1,15-dioxo-1,13-dihidro-2H-2,7-
(epoxipentadeca[1,11,13]trienoimino)furo[2”,3":7°,8'nafto[1’,2":4,5]imidazo[1,2-a]piridin-8-inio-6-olate.

2. Un procedimiento para sintetizar un compuesto de la reivindicacién 1, que comprende hacer reaccionar un
compuesto de Férmula l,

A
DT

en donde R es acetilo, y Rs es hidroximetilo con 2-amino-4-metilpiridina, en presencia de un disolvente organico,
una mezcla de mas de un disolvente organico, o una mezcla de un disolvente organico con agua, a una temperatura
entre la temperatura ambiente y 60°C, durante un tiempo entre 1y 100 horas.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el disolvente organico se selecciona del grupo que consiste en
hidrocarburos aromaticos, alcanol alifatico, hidrocarburos halogenados, éster alquilico inferior de acidos alifaticos
inferiores, glicoles, acetonitrilo, dioxano, tetrahidrofurano, y una combinacién de los mismos, o en una mezcla con
agua en diferente relacion volumétrica.

4. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
Férmula | en combinacion con uno o mas ingredientes farmacéuticamente aceptables.

5. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, opcionalmente junto con uno o mas antibiéticos
adicionales, para uso en un método de tratar, prevenir o aliviar un hipercrecimiento bacteriano en un paciente que
padece un trastorno relacionado con el intestino.

6. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el trastorno relacionado con
el intestino es uno o mas de sindrome del intestino irritable, la diarrea del viajero, hipercrecimiento bacteriano del
intestino delgado, enfermedad de Crohn, pancreatitis cronica, insuficiencia pancreatica, encefalopatia hepatica,
diverticulitis, enteritis o colitis.
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