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DESCRIPCION

Esteres de 4&cidos amidoxima-carboxilicos de la pentamidina como profarmacos y su utilizacién como un
medicamento

El presente invento se refiere a unos derivados de profarmacos de la pentamidina, a su utilizaciéon para el
tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, en particular de enfermedades tumorales y cancerigenas, asi como de
la leishmaniasis, la tripanosomiasis, la neumonia causada por Pneumocystis carinii (PcP), asi como de la malaria. La
pentamidina es un compuesto con actividad antiparasitaria y antimicrobiana, cuya utilizacion se ha consagrado en el
tratamiento de la tripanosomiasis, la leishmaniasis asi como de la neumonia causada por Pneumocystis carinii
(PcP). Debido a las dos funciones de amidina que son fuertemente basicas, el compuesto esta cargado
eléctricamente en condiciones fisioldgicas y después de una aplicacion por via oral no es asimilado por el
organismo. Por este motivo, el compuesto tiene que ser administrado por via parenteral, p.ej. intramuscular,
intravenosa o por inhalacion. En este contexto se ha de considerar que la mayoria de las infecciones causadas por
los patégenos precedentemente mencionados aparecen en paises tropicales y subtropicales, en los cuales el
abastecimiento médico es frecuentemente insuficiente. Unas costosas formas de aplicacion, como las constituyen
una aplicacion por las vias intravenosa e inhalativa, dificultan por consiguiente una terapia segura con
medicamentos precisamente en estos paises. Por esta causa, el desarrollo de un profarmaco de la pentamidina que
esté biodisponible por via oral presenta una enorme importancia, con el fin de mejorar decisivamente las
posibilidades de tratamiento. Otro aspecto negativo es la inexistente capacidad de acceso al sistema nervioso
central (SNC), lo que conduce a que la pentamidina sea activa solamente en el estadio temprano y precoz de la
tripanosomiasis (la enfermedad del suefio africana) y no en la fase meningoencefalica, en la que los agentes
patégenos penetran en el SNC.

Otro posible sector de empleo de la pentamidina se sitia en la terapia del cancer. El efecto inhibidor de la
pentamidina sobre la endo-exonucleasa se estudio detalladamente en los Gltimos afios."? Unos primeros estudios
clinicos mostraron ya unos prometedores resultados en el caso del tratamiento de carcinomas de mama y de colon.3.
También en el presente caso, el empleo de un profarmaco de pentamidina, que esté disponible por via oral, presenta
una gran importancia.

Por estos motivos se llevaron a cabo numerosos ensayos para mejorar tanto la biodisponibilidad por via oral asi
como también la capacidad de acceso al SNC de la pentamidina. En unos precedentes trabajos, la pentamidina se
transformo en la diamidoxima de pentamidina, que es de caracter menos basico, lo que tiene como consecuencia un
fuerte aumento de la lipofilia. Puesto que las amidoximas se presentan sin cargar eléctricamente en condiciones
fisioldgicas, la absorcion de estos compuestos desde el tracto gastrointestinal aumenta drasticamente.* La
pronunciada reduccién de las amidoximas para dar las amidinas farmacolégicamente activas se pudo mostrar por
primera vez en el afio 1988 con el compuesto modelo benzamidoxima.® Mas tarde se transfirié este principio a la
pentamidina, con lo que se obtuvieron la monoamidoxima de pentamidina y la diamidoxima de pentamidina (3). En
estudios con animales, ambos compuestos mostraron una pequefia biodisponibilidad por via oral y una buena
aptitud de activacion en la forma activa pentamidina.® Entretanto se pudo identificar el sistema enzimatico, que es
responsable de la reduccién, como un sistema que contiene molibdeno hasta ahora desconocido, el cual fue
designado mARC (acronimo del inglés "mitochondrial Amidoxime Reducing Component" = componente mitocondrial
reductor de las amidoximas).”-

Con el fin de optimizar tanto el perfil farmacocinético para el mejoramiento de la biodisponibilidad como también la
capacidad de acceso al SNC, se desarrollaron otros profarmacos adicionales. Con la N,N-bis(acetoxi)pentamidina se
obtuvo un compuesto que, en comparacion con otros profarmacos de la pentamidina, dispone de una lipofilia
manifiestamente aumentada. También este profarmaco pudo mostrar en estudios con animales una biodisponibilidad
por via oral tanto en ratas asi como también en cerdos. Una desventaja de la N,N-bis(acetoxi)pentamidina es, por
una parte, su muy pequefa solubilidad en agua y, por otra parte, la biodisponibilidad determinada fue muy pequefia
y no se pudo detectar ninguna capacidad de acceso al SNC.® Unas iniciativas similares condujeron al desarrollo de
la N,N'-bis(metoxi)pentamidina que, de un modo similar a la N,N'-bis(acetoxi)pentamidina, dispone de una muy
pequefa solubilidad en agua. Otros principios de profarmacos, que fueron transferidos a la pentamidina, son la
hidroxilacion para dar la N,N'-bis(dihidroxi)pentamidina y la conjugaciéon con aminoacidos (en particular con valina)
para dar N,N'-bis(valoxi)pentamidina.'®-'2 Resumiendo, se puede comprobar que hasta ahora no se pudo desarrollar
ningun profarmaco de la pentamidina que cumpla dptimamente los criterios necesarios (una buena biodisponibilidad
por via oral, una capacidad de acceso al SNC y una buena solubilidad).

Ante estos antecedentes, el invento estaba basado en la misiéon de poner a disposiciéon unos profarmacos de la
pentamidina, que tengan unas propiedades mejoradas en comparacion con las de los conocidos profarmacos de la
pentamidina.

El problema planteado por la misién mencionada se resuelve mediante un compuesto de la férmula (1)
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en la que n representa 2.
Conforme al invento, n representa 2 en la formula (1).

En otra forma de realizacion preferida, n representa 3 en la formula (I). En una forma de realizaciéon preferida, n
representa 1, 3,4, 5,6, 7,8, 90 10 en la férmula (1).

En particular, la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) es manifiestamente superior en comparacion con los
profarmacos de la pentamidina que se han descrito hasta ahora. Se comprobd en particular un considerable
mejoramiento de la solubilidad, que constituye un parametro muy critico de otros profarmacos de la pentamidina.
Mediante esta solubilidad mejorada se influye positivamente sobre el comportamiento farmacocinético de la
sustancia, puesto que unas buenas propiedades de disolucion constituyen un parametro importante en el caso de la
absorcioén de los medicamentos.

El presente invento se refiere, ademas de esto, también a unas sales, unos solvatos y unos solvatos de las sales de
los mencionados compuestos de la formula (I). Ademas, el presente invento se refiere a los mencionados
compuestos de la férmula (1) para el tratamiento y/o la profilaxis de ciertas enfermedades.

En una forma de realizacién preferida, el presente invento se refiere a los mencionados compuestos para la
utilizacion en el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades oncoldgicas y enfermedades tumorales de cualquier
patogénesis.

En otra forma de realizacion preferida, el presente invento se refiere a los mencionados compuestos para la
utilizacion en el caso del tratamiento y/o la profilaxis de la leishmaniasis, la tripanosomiasis y/o la neumonia causada
por Pneumocystis carinii (PcP).

En otra forma de realizacion preferida, el presente invento se refiere a los mencionados compuestos para la
utilizacion en el caso del tratamiento y/o la profilaxis de la malaria.

Por afadidura, el presente invento se refiere también a un medicamento que comprende por lo menos uno de los
mencionados compuestos de la formula (1) eventualmente en combinacion con una o varias sustancia(s) auxiliar(es)
inerte(s), no téxica(s), farmacéuticamente apropiada(s).

El presente invento se refiere, ademas de esto, también a un medicamento que comprende por lo menos uno de los
mencionados compuestos de la formula (I) en combinacién con una o varias otra(s) sustancia(s) activa(s).

El presente invento se refiere, ademas de esto, también a un medicamento destinado a la administracién por via oral
o parenteral.

El presente invento se refiere, por lo demas, también a un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades oncoldgicas y enfermedades tumorales.

El presente invento se refiere también, ademas de esto, a un medicamento tal como se ha descrito mas arriba, que
se ha formulado de un modo resistente a los jugos gastricos.

Ademas de esto, el presente invento se refiere a un procedimiento para el tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades tumorales en el caso de seres humanos o animales mediando utilizacién de por lo menos uno de los
mencionados compuestos de la formula (1) o de uno de los mencionados medicamentos.

Por lo demas, el presente invento se refiere a un procedimiento para el tratamiento y/o la profilaxis de la
leishmaniasis, la tripanosomiasis y/o la neumonia causada por Pneumocystis carinii (PcP).

El presente invento se refiere también a un procedimiento para la preparaciéon de un compuesto tal como se ha
descrito mas arriba, en cuyo caso la amidoxima de la formula (A),
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mediante reaccién con un anhidrido de acido dicarboxilico de la férmula (B),
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Otro principio de profarmaco que se ha desarrollado mas aun, es el acoplamiento de amidoximas con acidos
dicarboxilicos, tal como se ha descrito en las solicitudes de patentes internacional y alemana W02009095499 y
DE102008007381."" Haciendo referencia a estos trabajos se han desarrollado unos correspondientes profarmacos
de la pentamidina. Los compuestos obtenidos se caracterizaron detalladamente y se investigaron en lo que respecta
a su biodisponibilidad. Nuestros estudios mostraron que, en el caso de los derivados de acidos dicarboxilicos de
pentamidina, se trata de unos profarmacos especialmente apropiados de la pentamidina que, junto a una buena
solubilidad, poseen también una buena disponibilidad después de una administracion por via oral. Unas
investigaciones comparativas con otros profarmacos de la pentamidina mostraron en este caso la superioridad de la
N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en comparacién con los profarmacos de la pentamidina que hasta ahora han
sido descritos.

Descripcion del invento

Hasta ahora, la utilizacion terapéutica de la pentamidina estaba muy restringida debido a la deficiente
biodisponibilidad por via oral. Precisamente en los paises estructuralmente débiles del tercer mundo, el desarrollo de
un medicamento que esté biodisponible por via oral, constituye un considerable progreso en la farmacoterapia,
puesto que de este modo se pueden evitar las costosas y arriesgadas aplicaciones por via intravenosa. Ademas de
esto, las actuales posibilidades de tratamiento, precisamente en el caso de las infecciones causadas por
tripanosomas, Pneumocystis carinii, Pneumocystis jivorivecii y leishmanias, no son satisfactorias. Por este motivo, el
objetivo principal de este invento es el desarrollo de un profarmaco de la pentamidina, que sea biodisponible por via
oral.

Ademas de esto, un profarmaco de la pentamidina que sea utilizable por via oral podria adquirir una considerable
importancia en la terapia del cancer. Actualmente, la pentamidina se investiga en estudios clinicos contra diversos
tipos de cancer (los carcinomas de mama y colon). Unos primeros estudios clinicos mostraron ya unos resultados
prometedores.® También en el presente caso, los nuevos profarmacos de la pentamidina podrian encontrar empleo y
mejorar la terapia, también en combinacion con otras sustancias activas oncoldgicas.

Dentro del marco de este invento se desarrollaron unos nuevos profarmacos de la pentamidina mediante la unién de
la amidoxima de pentamidina (3) con ciertos acidos dicarboxilicos. Los compuestos obtenidos fueron caracterizados
detalladamente in vitro e in vivo, mostrando ellos una sobresaliente solubilidad asi como una buena
biodisponibilidad. Unas investigaciones comparativas con otros profarmacos de la pentamidina mostraron, ademas
de ello, la superioridad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en comparacion con los profarmacos de la
pentamidina descritos hasta ahora.

Sintesis

La preparacion del profarmaco (1, 2) se efectudé a partir de la diamidoxima de pentamidina (3) y del respectivo
anhidrido de acido (el anhidrido de acido succinico o respectivamente de acido glutarico). El compuesto de partida
se calenté bajo reflujo en acetona secada mediante adicion de anhidrido de acido succinico durante 4 h (véase la
Figura 1). Mediante un subsiguiente calentamiento a ebullicion en tolueno y una directa separacion por filtracion se
pudieron separar las sustancias 1y 2 y se prepararon los compuestos deseados en un estado analiticamente puro.
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Estabilidad

Las investigaciones mostraron, que el compuesto 1 es estable en el intervalo de pH neutro y ligeramente alcalino,
por lo tanto entre un pH 7,4 y un pH 9,0. En un medio de caracter acido, a un pH de 2,0, los compuestos son
disociados rapidamente por via hidrolitica (Figuras 2, 3).

En el caso de las investigaciones se puso de manifiesto, que la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) se hidroliza en el
medio acuoso para dar mono-succinil-pentamidina y diamidoxima de pentamidina (3). Mientras que esta hidrolisis
tiene lugar solamente en escasa medida a pH 7,4 y pH 9,0, ella tiene lugar de manera pronunciada a un pH de 2,0 y
en un plasma humano asi como en un plasma de murido. La rapida hidrdlisis de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina
(1) a pH 2,0 (véanse las Figuras 2, 3) se ha clasificar como problematica en lo que respecta a la utilizacién como un
profarmaco. La N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) conduciria, después de una aplicacion por via oral en el medio
de caracter acido del estdbmago, a una rapida hidrdlisis del profarmaco para dar la diamidoxima de pentamidina (3).
Puesto que la porcion principal de la absorcion gastrointestinal se efectda, no obstante, tan sélo en los segmentos
superiores del intestino delgado, se ha de pretender una formulacion resistente a los jugos gastricos de este
profarmaco. De esta manera, el profarmaco podria superar sin dafios el medio de caracter acido del estbmago y
podria ser absorbido mas tarde en el intestino delgado. La inestabilidad a un pH de 2,0 se ha de clasificar por lo
tanto como no problematica para la utilizacién posterior del medicamento.

Solubilidad

La N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) posee una muy buena solubilidad en el intervalo de valores del pH de 7,4 a
9,0 (véase la Tabla 1). La solubilidad en el medio de caracter acido (pH 2,0) no se pudo caracterizar exactamente
debido a la hidrdlisis previamente descrita en este medio. Ciertos experimentos mostraron también aqui, no
obstante, que la solubilidad se sitta en el intervalo de los mM.

La Tabla 1 muestra la solubilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en comparacioén con otros profarmacos
de la pentamidina que han sido desarrollados. A partir de estos datos se pone de manifiesto que, en el caso del
derivado de acido dicarboxilico (1), se trata del compuesto con la mejor solubilidad. Unicamente la monoamidoxima
de pentamidina es asimismo soluble en el intervalo de los mM a unos valores de pH neutro y ligeramente alcalino.
Este compuesto posee, sin embargo, todavia una funcién de amidina libre, que tiene un efecto muy desventajoso
sobre la biodisponibilidad por via oral. Estas excelentes propiedades de solubilidad favorecen una posterior
utilizacion como un medicamento, puesto que una suficiente solubilidad constituye una premisa fundamental para
una suficiente absorcion por via oral. Adicionalmente, mediante la buena solubilidad de la N,N-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) son posibles también unas formas de aplicacion por via parenteral, tales como unas
inyecciones o infusiones.

Fijacion a proteinas

Las investigaciones acerca de la fijacion a proteinas del plasma mostraron que este compuesto, con una fijacion a
proteinas plasmaticas de aproximadamente 97 %, dispone de una fijacién a proteinas bastante pronunciada. La
fijaciéon a proteinas que se ha determinado se sitla en el intervalo, que se ha descrito también en el caso de otros
profarmacos de la pentamidina y por consiguiente no constituye ninguna desventaja en comparacion con los otros
profarmacos.®

Concepto de profarmaco

El concepto de profarmaco propiamente dicho, que constituye su fundamento, fue descrito en las solicitudes de
patentes W02009095499 y DE102008007381.

La activaciéon del profarmaco conforme al invento transcurre a través de unas esterasas y del sistema enzimatico
mARC, y es por consiguiente independiente de las enzimas del citocromo P450. La participacion de unas enzimas
del P450 implica siempre el riesgo de interacciones, que no se han descrito en el caso del mecanismo de activacion
escogido por nosotros. Las enzimas del citocromo P450 participan en la metabolizacion de numerosos
medicamentos. Si se ingieren varios medicamentos, que son metabolizados por este sistema enzimatico, puede
producirse un retraso de la degradacion de los medicamentos con unos efectos secundarios clinicamente
relevantes.

Activacion in vitro

Los estudios de activaciéon in vitro que se han llevado a cabo, muestran que la activacion de la N,N'-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) se efectia en una buena medida (véase la Tabla 2). La incubacién con carboxil
esterasas de higados de cerdo condujo a una rapida activacion de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) (véase la
Figura 4). Ya después de un periodo de tiempo de incubacion de 60 min habia sido activado aproximadamente un
90 % del substrato empleado. Este resultado muestra que la primera etapa de la activacion de la N,N'-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) para dar la diamidoxima transcurre con una sobresaliente velocidad.
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En el caso de las incubaciones con unos preparados enzimaticos subcelulares se pudo comprobar la reduccion para
dar pentamidina (véase la Tabla 2). Por lo general, las fuentes enzimaticas de origen porcino son mas activas que
las de origen humano, lo que se ha de justificar con el modo de la obtencion de los preparados enzimaticos. Se ha
de tomar en cuenta que el tratamiento de érganos humanos, a causa de unas muy pequefas cantidades de partida,
es mas problematico. Ademas los érganos de cerdo proceden por lo general de unos animales sanos, al contrario de
lo cual unas muestras de tejidos humanos se extraen en la mayoria de los casos a pacientes de carcinoma después
de una reseccion del 6rgano, lo que constituye una explicacion para las bajas tasas de conversion en el caso de la
utilizacién de unos preparados enzimaticos humanos.

Resumiendo se puede retener que en el caso de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) se trata de un apropiado
profarmaco de la pentamidina. Este estudio proporciona la demostracion general, de que la bioactivacion de los
profarmacos tiene lugar para dar el compuesto activo. Se ha de esperar, que las tasas de conversion in vivo se
sitlien en unos valores manifiestamente mas altos, puesto que las enzimas requeridas estan a disposiciéon en unas
cantidades mas altas.

Biodisponibilidad por via oral

En los estudios con animales que se han llevado a cabo se pudo demostrar la biodisponibilidad por via oral de la
N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1). Después de una aplicacidon por via oral del profarmaco no se pudo detectar
ningun nivel en plasma de pentamidina, lo que se ha de justificar con la conocida alta tendencia a la acumulacion de
la pentamidina en ciertos 6rganos. El analisis de las muestras de 6rganos puso de manifiesto, que la N,N'-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) esta biodisponible por via oral. Después de una aplicacion por via oral del profarmaco
se pudieron detectar unas concentraciones relevantes en todos los érganos investigados (en el higado, el rifién, el
pulmén, el corazon, el cerebro y el bazo). Las concentraciones mas altas se detectaron en estos casos en el rifién y
el higado (véase la Figura 5). Las concentraciones mas altas en el bazo, el corazon, el cerebro y el pulmén fueron
manifiestamente mas pequefas. La biodisponibilidad relativa por via oral se pudo determinar, segun fuese el 6rgano,
con un valor de hasta un 98 % (véase la Tabla 3).

Resumiendo, los datos demuestran la sobresaliente idoneidad del principio de profarmaco conforme al invento para
la pentamidina. Las concentraciones de pentamidina detectadas en los 6rganos se sitian en un intervalo, que hace
posible la terapia de unas infecciones causadas tanto por tripanosomas (ICso: 0,8 - 3,2 nM), leishmanias (ICso: 820 -
2.590 nM) como también por plasmodios (ICso: 35 - 129 nM)."3-16

Recopilacion

En el caso de los profarmacos desarrollados de nuevas se trata de unos profarmacos biodisponibles por via oral de
la pentamidina. El principio de profarmaco utilizado conduce a un considerable mejoramiento de la solubilidad, que
constituye un parametro muy critico de otros profarmacos de la pentamidina. Mediante esta solubilidad mejorada se
influye positivamente sobre el comportamiento farmacocinético de la sustancia, puesto que unas buenas
propiedades de disolucidon constituyen un parametro importante en el caso de la absorcion de medicamentos, en
particular en el tracto gastrointestinal.

El compuesto 1 posee una buena estabilidad quimica, con excepcion del intervalo acido de valores del pH. La
pronunciada hidrélisis en el medio de caracter acido conduce a que el profarmaco deberia ser administrado en el
caso de la aplicacion por via oral como una formulacion resistente a los jugos gastricos, con el fin de excluir una
hidrdlisis en el estémago.

En los ensayos de bioactivacion in vitro se pudo detectar una rapida y extensa activacion del profarmaco para dar la
pentamidina. La activacion transcurre independientemente de las enzimas del citocromo P450 y no conlleva, por
consiguiente, el riesgo de interacciones.

En los estudios con animales que se han llevado a cabo finalmente, se pudo confirmar también de manera
experimental una buena biodisponibilidad por via oral. Los contenidos de pentamidina detectados en los 6rganos se
encuentran en un intervalo, que hace posible una actividad frente a infecciones causadas por tripanosomas,
leishmanias y plasmodios.

Resumiendo, en el caso de los derivados de acidos dicarboxilicos de pentamidina se trata de unos sobresalientes
profarmacos, que disponen de unos excelentes parametros fisico-quimicos y de una buena biodisponibilidad por via
oral. A causa de estas propiedades, ellos son manifiestamente superiores a otros profarmacos de la pentamidina. Es
posible un empleo tanto en la terapia del cancer como también en el caso del tratamiento de infecciones causadas
por tripanosomas, leishmanias y Pneumocystis carinii.

El invento descrito se ilustra todavia mas detalladamente mediante las Figuras adjuntadas.

Figura 1: Esquema de sintesis del profarmaco de pentamidina
6
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Figura 2: Estabilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) a diferentes valores del pH y en un plasma
de murido o respectivamente humano, asi como en el caso de la incubacién con una esterasa.

Figura 3: Estabilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) a diferentes valores del pH y en un plasma
de murido o respectivamente humano.

Figura 4: Activacion de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) por esterasas.

Figura 5: Contenido de pentamidina después de una aplicacion por via oral (50 mg//kg) de pentamidina y de
N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en ciertos 6rganos. Se representan los valores promedios de todas las
ratas investigadas.

Material y métodos: Ejemplos de realizacion

HoN, NH;
Q oJ[Cszo o)
/> < > s \
0—N N—O

Sintesis

OH HO
4,4'-Pentametilendioxi-bis-[N-(carboxipropioniloxi)]benzamidina (N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina) (1):

1 g de diamidoxima de pentamidina se disuelve en 250 ml de acetona y se afiaden 540 mg de anhidrido de acido
succinico. La tanda se agita bajo reflujo durante 4 h. A continuacion, el disolvente se elimina en vacio y el residuo se
cristaliza a partir de tolueno.

Rendimiento: 68 %
Punto de fusién: 141°C

IR (KBr):
v= 3478, 3348, 2940, 2870, 1732, 1698, 1612, 1472, 1250 cm"'

H RMN (DMSO-ds):
d/ppm (TMS) = 1,59 (m, 2H, CH,), 1,79 (gn, 4H, 3J = 6,7 Hz, CH,), 2,52 (t, 4H, 3J = 6,6 Hz, CHy),
2,68 (t, 4H, 3J = 6,6 Hz, CHy), 4,04 (t, 4H, 3J = 6,5 Hz, O-CH,), 6,63 (s, 4H, NHy), 6,99 (m., 4H,
AABB', Ar-H), 7,65 (m., 4H, AABB', Ar-H), 12,18 (brs, 2H, COOH)

13C-RMN (DMSO-ds):
8/ppm (TMS) = 22,1 (CHy), 27,9 (CH,), 28,3 (CH;), 28,8 (CHy), 67,5 (O-CHy), 113,9 (ArCH), 123,5
(ArC), 128,1 (ArCH), 156,2 (ArC), 160,3 (C-NH_), 170,2 (COOR), 173,5 (COOH)

EM (ESI) m/z:
573 [M+H]*, 555 [M-H,O+H]*, 473 [M-C4H4O3+H]*, 455 [M-C4H4O03-H,O+H]*, 373 [DAO+H]*, 178

Anadlisis elemental C27H32N4O10 (masa molecular: 572,56):

Calculado: C 56,64, H 5,63, N 9,79
Encontrado: C 56,85, H 6,01, N 9,60

HoN NH>
O, O%CHQFO O
/> < > 5 \
O—N N—O

HO OH
4,4'-Pentametilendioxi-bis-[N-(carboxibutioniloxi)]benzamidina (N,N'-bis(glutariloxi)pentamidina) (2):

1 g de la diamidoxima de pentamidina se disuelve en 250 ml de acetona y se afiaden 616 mg de anhidrido de acido
glutarico. La tanda se agita bajo reflujo durante 4 h. A continuacion, el disolvente se elimina en vacio y el residuo se
recristaliza a partir de tolueno.
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Rendimiento: 80%
Punto de fusiéon: 155°C

IR (KBr):
v~ = 3495, 3350, 2950, 2874, 1747, 1700, 1619, 1520, 14225, 1258 cm"'

H RMN (DMSO-ds):
3/ppm (TMS) = 1,59 (m, 2H, CHy), 1,81 (m, 8H, CHy), 2,29 (t, 4H, 3J = 7,4 Hz, CH,), 2,49 (t, 4H, 3J
= 7,1 Hz, CHy), 4,04 (t, 4H, 3J = 6,4 Hz, O-CHy), 6,63 (s, 4H, NH;), 6,98 (m, 4H, AABB', Ar-H), 7,65
(m, 4H, AA'BB', Ar-H), 12,05 (s, 2H, COOH)

13C-RMN (DMSO-ds):
8/ppm (TMS) = 19,9 (CHy), 22,1 (CHy), 28,3 (CH,), 31,6 (CHz), 32,8 (CH,), 67,5 (O-CHy), 114,1
(ArCH), 123,5 (ArC), 128,1 (ArCH), 156,1 (ArC), 160,3 (C-NH;), 170,6 (COOR), 173,9 (COOH)

EM (ESI) m/z:
601 [M+H]*, 169

Analisis elemental C29H3sN4O1o (masa molecular: 600,62):
Calculado: C 57,99, H 6,04, N 9,33
Encontrado: C 58,05, H 6,24, N 9,72

Caracterizacion del profarmaco de pentamidina
Investigaciones de la estabilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1)

Para las investigaciones de la estabilidad se prepararon unas soluciones 0,1 mM de la N,N-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) en una mezcla de un tampon fosfato de potasio 50 mM / DMSO (90/10, v/v). La
investigacion se efectud a los valores del pH 2,0, 7,4 y 9,0. Cada 15 min se sac6 una muestra durante un periodo de
tiempo de 150 min y estas muestras se analizaron inmediatamente por una HPLC.

Se llevaron a cabo otras investigaciones con unos plasmas humano y de murido. Se mezclaron 900 ul del plasma
con 100 pl de una solucion 2 mM de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1). Por consiguiente, la concentracion final
de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) fue de 0,2 mM. Las muestras se incubaron a 37 °C en un bafo agitado de
agua y se sacaron muestras después de 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 minutos. Para esto, se extrajeron en
cada caso 100 pl y se mezclaron con 100 pl de acetonitrilo. Las muestras se agitaron, se centrifugaron durante 5 min
y el material sobrenadante se midié6 mediante la HPLC.

Adicionalmente se llevaron a cabo unas incubaciones con la carboxilo esterasa de higado de cerdo. Para esto, la
N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) se incubd en una concentracion de 0,1 mM con 1 U de esterasa en 250 pl de
tampodn fosfato de potasio 50 M de pH 7,4 a 37°C durante un periodo de tiempo de 60 min. A intervalos de tiempo en
cada caso 15 min se analizaron las muestras con ayuda de la HPLC.

Las investigaciones de la estabilidad se evaluaron con ayuda del siguiente método de HPLC:

Sistema de HPLC Waters Alliance™ HPLC-System con el Waters 2695 XC Separations Modul, Waters 2998
Photodiode Array Detector y el software de registro y evaluacion Empower™ 2

Fase estacionaria Synergi Max-RP 80A (Phenomenex, 250 x 4.6 mm; 4 ym) con una columna preliminar
Phenomenex C18 (4 x 3.0 mm)

Fase movil A 45 % fosfato de potasio 20 mM, de pH 7,0
B 55 % metanol

Deteccion 210 - 400 nm (260 nm)

Velocidad de flujo 1,0 ml/min

Tiempo de elucién 12 min

Temperatura de la 25°C

columna

Volumen de inyeccion 10 pl

Tiempos de retencion  N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1): 3,2 £ 0,1 min
succiniloxi-pentamidina: 4.8 +0,1 min
diamidoxima de pentamidina (3): 8,1 +0,2 min

Solubilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1)

Una cantidad del compuesto insoluble en 100 pl se suspendié en un tampon fosfato 50 mM (de pH 7,4 o
respectivamente pH 9,0) y se agitd durante 20 min. A continuacion, la parte insoluble se separé por centrifugacion
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(12.000 rpm) y las muestras se midieron inmediatamente por HPLC. La evaluacion de la solubilidad se efectud6 a
través de una calibraciéon de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en DMSO. El compuesto es bien soluble (7,5
mM) a un valor del pH fisiolégico de 7,4. La solubilidad se mejoré ulteriormente cuando se aumenté el valor del pH
(véase la Tabla 1).

Como comparacion se investigaron otros diferentes profarmacos de pentamidina, con el fin de poder evaluar mejor la
solubilidad en comparacion con los derivados ya descritos. La determinacion de las solubilidades se llevo a cabo
analogamente al método descrito para el compuesto 1.

Tabla 1: Solubilidad de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) y de otros profarmacos de la pentamidina
a diferentes valores del pH

Solubilidad [uM]

Profarmaco de la pentamidina

pH 2,0 pH7,4 pH 9,0
N,N"-bis(succiniloxi)pentamidina (1) hidrolisis 7.500 + 340 10.780 + 70
Monomamidoxima de pentamidina 22.285+ 1244 1.370 £ 291 1.257 £ 40
Diamidoxima de pentamidina (3) 4.211 + 231 12+ 1 4+1
N,N'-bis(acetoxi)pentamidina 14+8 2+1 3+2
N,N"-bis(metoxi)pentamidina 1.304 + 28 8+1 10+2
N,N"-bis(dihidroxi)pentamidina > 35.000 95+8 21+3
N,N"-bis(valoxi)pentamidina > 35.000 157 £ 19 84 +18

Determinacion de la fijacion a proteinas de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1)

La determinacion de la fijacion a proteinas del plasma se llevé a cabo en tres concentraciones diferentes (10, 20 y
50 uM). Como soluciones de proteinas se utilizé una solucion de albumina al 4 %. Se pipetearon en cada caso 50 pl
de una solucion de la sustancia concentrada a 10 veces en 450 pl de la soluciéon de proteina. La incubacién se
efectud durante 15 min en un bafio agitado de agua a 37°C. A continuacion, las muestras fueron transferidas a unas
unidades de ultrafiltracion (Vivaspin 500, limite de exclusion 10 kDa) y se centrifugaron durante 15 min a 10.000 rpm.
El material filtrado se analizé por HPLC. Adicionalmente, para cada concentracion se llevé a cabo un control, que no
habia sido mezclado con proteinas y no habia sido centrifugado. Otro control adicional sin adicién de proteinas, que
sin embargo habia sido separado por centrifugacion a través de la unidad de filtracion, sirvié para la validacion de la
metodologia.

El analisis de la muestra determiné una fijacion a proteinas de 97,1 + 1,2 % para el compuesto 1.
Investigacion de la bioactivacion de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1)
Determinacion de la activacion de los profarmaco con diferentes sistemas de enzimas subcelulares

La activacion del profarmaco se determind in vitro mediante unos preparados enzimaticos subcelulares. Como
preparados enzimaticos se utilizaron unos materiales sobrenadantes de 9.000xg, microsomas y mitocondrios de
tejidos de higados y rifiones porcinos. Las tandas de incubacién se componian de un profarmaco 500 yM, NaDH 1
mM, 1 U de una esterasa y 0,3 mg de un preparado enzimatico, disueltos en 250 pl de tampon fosfato 100 mM de
pH 6,3. La incubacion se efectud durante 20 min a 37 °C en un bafio de agua agitado. La incubacioén se finalizd
mediante la adicion de 150 pl de metanol. A continuacion, las muestras se agitaron durante 10 min y la proteina
precipitada se separ6 por centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 min. EI material sobrenadante se midié con ayuda
de la HPLC. Las tasas de conversion quimica determinadas se exponen en la Tabla 2.

Tabla 2: Activacion de la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) en la forma activa con unos preparados enzimaticos
subcelulares, HL = higado humano, HN = rifién humano, SL = higado de cerdo, SN = rifién de cerdo 9000g =
material sobrenadante de 9.000 g,

MS = microsomas, Mt = mitocondrias

Fuente de la enzima Pentamidina [nmol*min'*mg]
HL 9000g 0,04 + 0,01
HL Ms 0,02 + 0,02
HL Mt 0,56 + 0,43
HN Mt 0,08 + 0,02
SL 9000g 0,00 + 0,00
SN 9000g 0,49 + 0,03
SL Ms 0,69+0,13
SN Ms 2,25+ 0,58
SL Mt 1,44 + 0,22
SN Mt 0,41+ 0,09
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Adicionalmente se llevaron a cabo incubaciones con 1 U de la carboxilo esterasa de higado de cerdo. Para esto, el
compuesto se incubd durante 60 minutos en una concentracién de 500 uM con 1 U de una esterasa en 250 pl de
tampon fosfato 100 mM de pH 7,4. Las incubaciones se finalizaron mediante la adicién de 250 ul de acetonitrilo. Las
incubaciones con unas carboxilo esterasas procedentes de higado de cerdo condujeron a una rapida activacion de
la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) (véase la Figura 4) Ya después de un tiempo de incubacién se habia activado
aproximadamente un 90 % del substrato empleado. Este resultado muestra que la primera etapa de la activacion de
la N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina (1) transcurre para dar la diamidoxima con una gran velocidad.

Método de HPLC para la determinacién de la pentamidina

Sistema de HPLC Waters Alliance™ HPLC-System con el Waters €2695 XC Separations Modul, Waters
2998 Photodiode Array Detector y el software de registro y evaluacion Empower 2

Columna: LiChroCart, LiChrospher 60 RP-select B, 125 x4 mm, 5 ym

Flujo: 1 ml/min

Agente eluyente: 52%  de cloruro de tetrametilamonio 20 mM /sulfonato de octilo 10 mM de pH 3,0
48% de MeOH

Tiempo de elucion: 15 min.

Deteccion: 260 nm

Volumen de inyeccion: 20 pl

Tiempo de retencion: pentamidina: 10,7 = 0,4 min

Biodisponibilidad por via oral (estudio con animales)

Se administré por via intravenosa pentamidina a 10 ratas en una concentracion de 10 mg/kg. La N,N'-
bis(succiniloxi)pentamidina (1) se aplicé en cada caso a 10 ratas en una concentracion de 50 mg/kg en forma de una
suspension con goma arabiga (al 10 % m/V) por medio de una canula de intubacion faringea. Para la preparacion de
la suspension se utilizé un tampén fosfato de potasio 100 mM de pH 9,0, con el fin de evitar un desdoblamiento
prematuro del éster succinilico en el medio acido del estdémago. Adicionalmente, a 3 ratas se les aplico la
pentamidina en una dosificacion de 50 mg/kg por medio de una canula de intubacién, con el fin de determinar la
biodisponibilidad por via oral de la forma activa propiamente dicha.

Después de una administracion por via intravenosa, se extrajeron unas muestras de plasma después de 5, 10, 20,
40, 75, 150 y 300 min, o respectivamente, después de la aplicacion por via oral, después de 20, 40, 60, 90, 120, 240
y 360 min. Para esto se extrajeron 300 pl de sangre entera con una jeringa para insulina y se transfirieron a unas
Microvetten CB 300 (de Sarstedt, Nimbrecht, Alemania) revestidas con EDTA. Después de cada extraccion, se
enjuago con 100 pl de una solucion de cloruro sédico al 0,9 % o respectivamente en un intervalo de 60 min con una
soluciéon de heparina (250 U.I./ml). La muestra de sangre se agitd brevemente y se colocd sobre hielo hasta la
centrifugacion (4°C; 14.000 rpm; 10 min). El almacenamiento ulterior de las muestras se efectud a -80°C.

El sacrificio de las ratas se efectu6 mediante decapitacion con una guillotina a las 6 horas después de la
administracion de los medicamentos. A continuacion, se extrajeron los érganos. Todos los 6rganos fueron limpiados
y congelados en 2-metil-butano enfriado con hielo seco. Se extrajeron el higado, los rifiones, los pulmones, el bazo,
el corazon y el cerebro.

Tratamiento de las muestras

1. Muestras de plasma:

Las muestras de plasma se descongelaron a la temperatura ambiente. En cada caso se dispusieron previamente 65
pl de acetonitrilo y se les afiadieron con pipeta 65 pl de las muestras de plasma. A continuacion, las muestras se
agitaron durante 45 min. Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 10.000 rpm y el material sobrenadante se
transfirié a unos viales para HPLC. Se utilizaron en cada caso 35 pl para las determinaciones mediante una HPLC.

Para la evaluacién cuantitativa de las muestras de plasma, se llevaron a cabo o respectivamente de determinaron
unas calibraciones y unos analisis para el hallazgo renovado de la pentamidina en un tampdn fosfato de pH 7,4, o
respectivamente en un plasma de murido.

2. Muestras de 6rganos:

Los drganos se descongelaron a la temperatura ambiente y se pesaron. En dependencia del respectivo 6rgano se
trataron diferentes cantidades de los tejidos. En el caso de las muestras de higado se utilizaron aproximadamente
1.000 mg; y en el caso de todos los otros 6rganos aproximadamente 500 mg. Los 6rganos se desmenuzaron con
ayuda de un mortero Potter. Para ello, los tejidos que se habian pesado, se desmenuzaron con en cada caso 1 ml
de agua bidestilada durante 5 min. A continuacion, el recipiente del mortero Potter se enjuagd con en cada caso 1 ml
de agua bidestilada. Las muestras se transfirieron a unos recipientes de reaccion y se afiadié el mismo volumen de
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acetonitrilo, para precipitar las proteinas. Las muestras se agitaron durante 45 min y a continuacién se centrifugaron
durante 15 min a 12.000 rpm. El material sobrenadante se transfirid a unas botellas de vidrio y se concentré por
evaporacion bajo aire a presion. El residuo se lavé con 500 pl de acetonitrilo, se centrifugd de nuevo y el material
sobrenadante se afiadié a las muestras restantes. El residuo se deseché. Después de haber concentrado por
evaporacion bajo aire a presion, las muestras se liofilizaron durante una noche.

La disolucion incipiente de las muestras se efectua con 400 yl de una mezcla de metanol y agua bidestilada (50/50).
Las muestras se agitaron durante 1,5 horas a la temperatura ambiente y a continuacién el residuo se separ6 por
centrifugacion (a 15.000 rpm, durante 15 min). La concentracion de la pentamidina se determiné a partir del material
sobrenadante mediante una HPLC.

Resultados del estudio con animales

El analisis de las muestras de plasma después de la aplicacién por via intravenosa de la pentamidina proporcioné un
nivel en plasma detectable a lo largo de un periodo de tiempo de 300 min. Después de una aplicacion por via oral
del profarmaco no se pudo detectar ninguna concentracion en plasma de pentamidina. Este fendmeno es conocido
para los derivados de pentamidina, puesto que ellos tienden en una pronunciada medida a la acumulacién en los
tejidos. Por ello, no se pudo efectuar ningun calculo directo de la biodisponibilidad a través de las concentraciones
en plasma. Para la determinacion de la biodisponibilidad relativa se utilizaron, por lo tanto, las concentraciones de
pentamidina en los 6rganos investigados.

Evaluacién de las muestras de érganos:

El analisis de las muestras tratadas de érganos proporcioné unos contenidos detectables de pentamidina en todos
los 6rganos investigados - con las mas altas concentraciones en el higado y los rifiones. Las concentraciones en el
pulmén, el bazo y el corazén son manifiestamente mas pequefias. Las concentraciones mas bajas de pentamidina
se detectaron en los cerebros. Los resultados se han recopilado en la Figura 5.

Por lo general, la biodisponibilidad por via oral de un compuesto se determina a través de las concentraciones en
plasma después de una aplicacién por via oral e intravenosa del compuesto. A causa de la alta fijacion a proteinas
de la pentamidina y de su pronunciada tendencia a la acumulacion en tejidos, después de una aplicacién por via oral
del profarmaco de la pentamidina no se pudo determinar, no obstante, ninguna concentracién en plasma. Para el
calculo de la biodisponibilidad relativa no se utilizan, por lo tanto, las concentraciones en plasma, sino los contenidos
detectables en los 6rganos investigados (el higado, el rifién, el pulmon, el bazo, el corazén y el cerebro). A través de
la comparacién después de una aplicacién por via intravenosa de la forma activa y de una aplicacion por via oral del
profarmaco, se pudo calcular una biodisponibilidad relativa del profarmaco de la pentamidina. Las diferentes
dosificaciones se tomaron en cuenta al realizar el calculo. Las biodisponibilidades relativas se han representado en
la Tabla 3. La biodisponibilidad maxima se detectdé con un 98 % en el higado. La biodisponibilidad en los otros
tejidos se ha reducido manifiestamente. La alta biodisponibilidad en el higado puede explicarse con la bioactivacion
del profarmaco. Ella tiene lugar predominantemente en el higado, lo que explica las concentraciones
comparativamente altas en este 6rgano. La concentracion en el cerebro es muy pequefia, lo que apunta a que el
profarmaco solo supera la barrera hematoencefalica en muy pequefia extension.

Tabla 3: Biodisponibilidad relativa de los derivados de pentamidina

Concentracion de pentamidina [ug/g de 6rgano] y biodisponibilidad relativa [%]
Pentamidina i.v. | Pentamidina p.o. rBV N,N'-bis(succiniloxi)pentamidina rBV [%]
(10 mg/kg) (50 mg/kg) [%] p.o. (50 mg/kg)
Higado 0,53 +0,33 0,12 £ 0,03 45+ | 2,68+2,02 97,8 £
1,1 73,7
1,1
RifAén 22,03 £4,16 1,24 £ 0,96 * 7,07 £ 3,15 6,2 £
0,9 2,8
Pulmén 3,03+ 1,04 n.d. - 0,76 £ 0,42 49127
Bazo 1,97 £1,00 n.d. - 0,10 £ 0,16 1,0+ 1,6
Corazoén 2,41 +0,74 n.d. - 0,43+0,16 356+1,3
Cerebro 0,22 +0,12 n.d. - 0,06 + 0,05 53+44
rBV = biodisponibilidad relativa

Analiticas por HPLC

Para realizar el analisis de las muestras de érganos y plasma después de una aplicacidon por via intravenosa de la
pentamidina, se utilizé la siguiente analitica por HPLC:

Sistema de HPLC Waters Autosampler 717plus, Waters 600 Controller, Waters 600 Pump, Waters 2487
Dual A Absorbance Detector y el software de registro y evaluacion EZChrom Elite
Client/Server (version 2.8.3)
11
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Fase estacionaria Superspher 60 RP-select B (250 x 3 mm); con una columna preliminar: Merck
LiChrospher 60 RP-select B (4 x 4 mm, 5 ym)

Fase movil 40 % de metanol
60 % deTFA al0,1 %, pH 2,5

Deteccion Aex = 275 nm Aex = 340 nm

Velocidad de flujo 0,32 ml/min

Tiempo de elucién 35 min.

Volumen de inyeccion 35 pl

Tiempo de retencién pentamidina: 22,4 + 1,2 min

Para el analisis de las muestras de érganos y plasma después de una aplicacién por via oral del profarmaco de la
pentamidina se utilizo la siguiente analitica por HPLC:

Sistema de HPLC Waters Alliance™ HPLC-System con el Waters €2695 XC Separations Modul, Waters
2998 Photodiode Array Detector y el software de registro y evaluacion Empower™ 2
Fase estacionaria Superspher 60 RP-select B (250 x 3 mm); con una columna preliminar: Merck
LiChrospher 60 RP-select B (4 x 4 mm, 5 ym)
Fase movil 40 % de metanol
60 % de TFA al 0,1 %, pH 2,5
Deteccion 210-300 nm (260 nm)
Velocidad de flujo 0,32 ml/min
Tiempo de elucién 35 min
Volumen de inyeccion 35 pl
Tiempo de retencién diamidoxima 20,0 £ 0,3 min
monoamidoxima: 22,5+ 0,4 min
pentamidina: 24,7 £ 0,5 min
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula

HaN NH,
Q oﬁcm}—o o]
/ s \
0—N N—-0
’CHZ] CH,
n n
OH HO
o) (o]

en la que n representa 2.
2. Unas sales, unos solvatos y unos solvatos de las sales de los compuestos de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 hasta 2 para la utilizacién en el tratamiento y/o la profilaxis de
ciertas enfermedades.

4. El compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 2 para la utilizacion en el tratamiento y/o la
profilaxis de enfermedades oncoldgicas y de enfermedades tumorales de cualquier patogénesis.

5. El compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 2 para la utilizacion en el tratamiento y/o la
profilaxis de la leishmaniasis, la tripanosomiasis y/o de la neumonia causada por Pneumocystis carinii (PcP).

6. El compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 2 para la utilizacion en el tratamiento y/o la
profilaxis de la malaria.

7. Un medicamento que comprende por lo menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta
2, eventualmente en combinacién con una o varias sustancias auxiliares inertes, no téxicas, que son
farmacéuticamente apropiadas.

8. Un medicamento que comprende por lo menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta
2 en combinacién con una o varias otras sustancias activas adicionales.

9. Un medicamento que comprende por lo menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta
2 para la aplicacion por via oral o parenteral.

10. Un medicamento que comprende por lo menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
hasta 2 para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades tumorales.

11. Un medicamento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 7 hasta 10, caracterizado por que el
medicamento se formula de un modo resistente a los jugos gastricos.

12. Un procedimiento para la preparacion de un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 2,
caracterizado por que la amidoxima de la formula (A),

HaN NH;
) oo
5
HO—N N——0H

(A)

mediante reaccion con un anhidrido de acido dicarboxilico de la férmula (B),

o 0 0
CH
1
en la que n representa 2,

se transforma en un compuesto de la formula (C)

(B)
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Estshilidada pH 2.0
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