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Forma de dosificación novedosa 
 
Introducción 5 
 
La presente invención se refiere a formula
sangliferinas naturales (tales como 
protegiendo el principio activo, por ejemplo
estómago. Se prevé que esto aumente la biodisponibilidad oral10 
intestinal del sujeto, en el que las sangliferinas
 
Antecedentes de la invención 
 
Sangliferinas 15 
 
La sangliferina A (SfA), 5 y sus congéneres 
mixtos, producidos por Streptomyces sp.
WO 97/02285 y WO 98/07743), que se descubrieron originalmente basándose en su alta afinidad por 
(CypA). SfA es el componente más abundante20 
20 veces superior por CyPA en comparación con c
sangliferinas pueden ser útiles para el 
que las sangliferinas muestran un mecanismo novedoso 
(Sanglier et al., 1999; Fehr et al., 1999). SfA 
2005). 25 
 

2 

DESCRIPCIÓN 
 

formulaciones para aumentar la biodisponibilidad oral de
 sangliferina A, B, C y D) y sangliferinas no naturales

por ejemplo, mediante recubrimiento entérico para reducir la 
Se prevé que esto aumente la biodisponibilidad oral liberando material directamente

sangliferinas son menos propensas a la degradación. 

sus congéneres naturales pertenecen a una clase de péptidos no ribosómicos/policétidos 
Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 9954) (

que se descubrieron originalmente basándose en su alta afinidad por 
e más abundante en caldos de fermentación y muestra una afinidad 

en comparación con ciclosporina A (CsA), 1. Esto ha conducido a sugerir que las 
pueden ser útiles para el tratamiento de VHC (documento WO2006/138507). 

muestran un mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora en comparación con 
., 1999). SfA se une con alta afinidad al sitio de unión a CsA 

de sangliferinas, incluyendo 
no naturales, tales como sangamidas, 
para reducir la degradación ácida en el 

directamente en el compartimento 

es pertenecen a una clase de péptidos no ribosómicos/policétidos 
DSM 9954) (véanse los documentos 

que se descubrieron originalmente basándose en su alta afinidad por ciclofilina A 
muestra una afinidad aproximadamente 

Esto ha conducido a sugerir que las 
WO2006/138507). También se ha mostrado 
inmunosupresora en comparación con CsA 

CsA de CyPA (Kallen et al., 

 

E12778778
07-09-2017ES 2 639 918 T3

 



3 

 
Biosíntesis de sangliferinas 
 
Las sangliferinas se producen mediante biosíntesis por una policétido sintasa (PKS)/péptido no ribosómico sintetasa 
(NRPS) mixta (véase el documento WO2010/034243). La estructura principal de macrólido de 22 miembros consiste 5 
en una cadena de carbono de policétido y una cadena tripeptídica. La cadena peptídica consiste en un aminoácido 
natural, valina, y dos aminoácidos no naturales: (S)-metatirosina y ácido (S)-piperázico, unidos mediante un enlace 
amida. Se piensa que la hidroxilación de fenilalanina (o bien in situ en la NRPS o bien antes de la biosíntesis) para 
generar (S)-meta-tirosina se produce a través del producto génico de sfaA. 
 10 
Sangliferinas semisintéticas 
 
En la bibliografía se han descrito ejemplos de la generación de derivados semisintéticos de sangliferinas naturales. 
Estos incluyen sangamidas (Moss et al., 2011, documento WO2011/098809), análogos macrocíclicos de éster de 
sangliferina (documento WO2011/098805) y análogos macrocíclicos de cetona de sangliferina (documento 15 
WO2011/098808). Uno de los motivos mencionados para la generación de análogos ha sido mejorar la 
biodisponibilidad oral. También se han descrito otros análogos en la bibliografía (por ejemplo Sedrani et al., 2003, 
documento WO 2006/138507, Gaither et al., 2010). 
 
Usos de sangliferinas 20 
 
Acción inmunosupresora de sangliferinas 
 
El mecanismo de acción inmunosupresor de SfA es diferente del de otros fármacos inmunosupresores de unión a 
inmunofilina conocidos tales como CsA, FK506 y rapamicina. SfA no inhibe la actividad fosfatasa de calcineurina, la 25 
diana de CsA (Zenke et al. 2001), en vez de eso, su actividad inmunosupresora se ha atribuido a la inhibición de 
interleucina-6 (Hartel et al., 2005), interleucina-12 (Steinschulte et al., 2003) e inhibición de la proliferación de células 
T dependiente de interleucina-2 (Zhang & Liu, 2001). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce la diana molecular y 
el mecanismo mediante el cual SfA ejerce su efecto inmunosupresor. 
 30 
La estructura molecular de SfA es compleja y se piensa que su interacción con CyPA está mediada en gran medida 
por la parte macrocíclica de la molécula. De hecho, un compuesto macrocíclico (hidroximacrociclo, 6) derivado a 
partir de escisión oxidativa de SfA ha mostrado una fuerte afinidad por CyPA (Sedrani et al., 2003). Datos de 
estructura mediante cristalografía de rayos X han mostrado que el hidroximacrociclo se une al mismo sitio activo de 
CyPA que CsA. También se ha mostrado anteriormente que análogos basados en el resto de macrociclo de SfA 35 
carecen de propiedades inmunosupresoras (Sedrani et al., 2003), proporcionando oportunidad para diseñar 
inhibidores de CyP no inmunosupresores para su posible uso en la terapia contra VHC y VIH. 
 
En contraposición a esto, también existe la oportunidad de desarrollar agentes inmunosupresores con baja toxicidad 
para su uso en campos tales como la profilaxis de rechazo de trasplante, trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y 40 
respiratorios, incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Crohn, síndrome de Behcet, uveitis, psoriasis, 
dermatitis atópica, artritis reumatoide, síndrome nefrítico, anemia aplásica, cirrosis biliar, asma, fibrosis pulmonar, 
enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y enfermedad celíaca. Se ha mostrado que las sangliferinas 
tienen un mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora (Zenke et al., 2001), que actúa posiblemente a través 
de quimiocinas de células dendríticas (Immecke et al., 2011), y por tanto existe la oportunidad de desarrollar agentes 45 
con un mecanismo de acción diferente al de los agentes clínicos actuales, tales como ciclosporina A, rapamicina y 
FK506. 
 
Virus de inmunodeficiencia humano (VIH) 
 50 
Los inhibidores de ciclofilina, tales como CsA y DEBIO-025, también han mostrado una posible utilidad en la 
inhibición de la replicación de VIH. Se piensa que los inhibidores de ciclofilina interfieren con la función de CyPA 
durante la progresión/terminación de la transcripción inversa de VIH (Ptak et al., 2008). Sin embargo, cuando se 
sometió a pruebas clínicas, DEBIO-025 sólo redujo los niveles de ARN de VIH-1 ≥0,5 y ≥1 log10 copias/ml en nueve 
y dos pacientes respectivamente, mientras que 27 de los pacientes tratados no mostraron ninguna reducción en los 55 
niveles de ARN de VIH-1 (Steyn et al., 2006). Después de esto, se sometió a ensayo DEBIO-025 en pacientes 
infectados conjuntamente por VHC/VIH, y mostró una eficacia mejor frente a VHC, y se interrumpieron los ensayos 
clínicos con VIH (véase Watashi et al., 2010). 
 
Virus de la hepatitis B 60 
 
La hepatitis B es un virus de ADN de la familia de Hepadnaviridae, y es el agente causante de la hepatitis B. En 
contraposición a los casos con VHC y VIH, ha habido muy pocos informes publicados de actividad de inhibidores de 
ciclofilina frente a virus de la hepatitis B. Ptak et al. 2008 describieron una actividad débil de DEBIO-025 frente a 
VHB (CI50 de 4,1 µM), mientras que Xie et al., 2007 describieron algo de actividad de CsA frente a VHB (CI50 >1,3 65 
µg/ml). Esto contrasta con VIH y VHC, en los que hay numerosos informes de actividad antiviral nanomolar de 
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inhibidores de ciclofilina. 
 
Inhibición del poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP) 
 
La apertura de los poros de transición de permeabilidad de alta conductancia en mitocondrias inicia la aparición de la 5 
transición de permeabilidad mitocondrial (MPT). Esto es un acontecimiento causante, que conduce a necrosis y 
apoptosis en hepatocitos tras estrés oxidativo, toxicidad por Ca2+ e isquemia/reperfusión. Se ha mostrado que la 
inhibición de ciclofilina D (también conocida como ciclofilina F) por parte de inhibidores de ciclofilina bloquea la 
apertura de poros de transición de permeabilidad y protege frente a la muerte celular tras estos estreses. Por tanto, 
los inhibidores de ciclofilina D pueden ser útiles en indicaciones en las que está implicada la apertura de mPTP, tales 10 
como distrofia muscular, en particular distrofia muscular congénita de Ullrich y miopatía de Bethlem (Millay et al., 
2008, documento WO2008/084368, Palma et al., 2009), esclerosis múltiple (Forte et al., 2009), diabetes (Fujimoto et 
al., 2010), esclerosis lateral amiotrófica (Martin 2009), trastorno bipolar (Kubota et al., 2010), enfermedad de 
Alzheimer (Du y Yan, 2010), enfermedad de Huntington (Perry et al., 2010), recuperación tras infarto de miocardio 
(Gomez et al., 2007) y consumo crónico de alcohol (King et al., 2010). 15 
 
Usos terapéuticos adicionales 
 
Los inhibidores de ciclofilina tienen posible actividad frente a, y por tanto en el tratamiento de, infecciones de otros 
virus, tales como virus de varicela-zóster (Ptak et al., 2008), virus influenza A (Liu et al., 2009), coronavirus de 20 
síndrome respiratorio agudo grave y otros coronavirus humanos y felinos (Chen et al., 2005, Ptak et al., 2008), virus 
del Dengue (Kaul et al., 2009), virus de la fiebre amarilla (Qing et al., 2009), virus del Nilo occidental (Qing et al., 
2009), virus de la encefalitis equina occidental (Qing et al., 2009), citomegalovirus (Kawasaki et al., 2007) y virus 
vaccinia (Castro et al., 2003). 
 25 
También hay informes de utilidad de inhibidores de ciclofilina e inhibición de ciclofilina en otros campos terapéuticos, 
tales como en el cáncer (Han et al., 2009). 
 
Biodisponibilidad oral de sangliferinas 
 30 
Uno de los problemas en el desarrollo de fármacos de sangliferinas naturales y no naturales es la baja 
biodisponibilidad oral (por ejemplo, véase Gregory et al., 2011). Esto puede conducir a costes más altos de 
productos, aumento de la posibilidad de efecto con alimentos y mayor variabilidad entre pacientes. Mientras que una 
vía para mejorar esto es generar análogos novedosos, otra vía es usar formulaciones. 
 35 
Por tanto, sigue existiendo la necesidad de identificar formulaciones novedosas para la dosificación oral de 
sangliferinas, que puedan aumentar la biodisponibilidad oral de esta clase posiblemente importante de fármacos. 
Las sangliferinas pueden tener utilidad en el tratamiento de infección por VHC, pero también en el tratamiento de 
otros campos de enfermedad en los que la inhibición de ciclofilinas puede ser útil, tales como infección por VIH, 
distrofia muscular o ayuda en la recuperación tras infarto de miocardio o en los que la inmunosupresión o el efecto 40 
antiinflamatorio es útil. 
 
Sumario de la invención 
 
Los presentes inventores han descubierto de manera inesperada que, mientras que las sangliferinas son 45 
metabólicamente estables, y son estables a pH neutro, se degradan rápidamente en condiciones ácidas, tales como 
fluido intestinal simulado (SGF) o el estómago. 
 
Por tanto, la invención proporciona formas de dosificación orales de sangliferinas en las que el compuesto de 
sangliferina está protegido frente a degradación ácida en el estómago (lo más preferiblemente mediante 50 
recubrimiento entérico del material) de tal manera que se libera directamente en el entorno de pH superior del 
intestino delgado desde el cual puede absorberse en el sistema. Se espera que tales formas de dosificación tengan 
una biodisponibilidad muy mejorada con respecto a formas en las que las sangliferinas no están protegidas frente a 
degradación ácida en el estómago. 
 55 
Estas formas de dosificación pueden usarse para sangliferinas naturales tales como sangliferinas A, B, C y D, y para 
sangliferinas no naturales tales como sangamidas. 
 
Por tanto, según un primer aspecto de la invención, se proporciona una forma de dosificación farmacéutica para 
administración oral que comprende una sangliferina como principio activo en la que el principio activo de sangliferina 60 
está protegido frente a degradación ácida en el entorno del estómago tras la administración oral. 
 
Definiciones 
 
Los artículos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a más de uno (es decir, al 65 
menos uno) de los objetos gramaticales del artículo. A modo de ejemplo “un análogo” significa un análogo o más de 
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un análogo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “análogo(s)” se refiere a compuestos químicos que son 
estructuralmente similares a otro pero que difieren ligeramente en cuanto a la composición (como en la sustitución 
de un átomo por otro o en la presencia o ausencia de un grupo funcional particular). 5 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s)” se refiere a compuestos químicos tales como 
sangliferina A y a aquellos compuestos que son estructuralmente similares a sangliferina A pero que difieren 
ligeramente en cuanto a la composición química (tal como en la sustitución de uno o más átomos por otro o en la 
presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular aquellos generados mediante fermentación de 10 
Streptomyces sp. A92-308110. Los ejemplos incluyen los compuestos de tipo sangliferina comentados en los 
documentos WO97/02285 y WO98/07743, tales como sangliferina B. Otros ejemplos incluyen compuestos de 
fórmula (X) o (I) a (VII). El término “sangliferina(s)” incluye compuestos conocidos como “sangamidas” (véase Moss 
et al., 2011, documento WO2011/098809). 
 15 
Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s) mutasintética(s)” se refiere a compuestos 
químicos que son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D pero que difieren ligeramente en cuanto a la 
composición (como en la sustitución de uno o más átomos por otro o en la presencia o ausencia de un grupo 
funcional particular) debido a la incorporación de un precursor no natural, en particular, aquellos generados mediante 
fermentación de Streptomyces sp. A92-308110 o un mutante del mismo, en los que el cultivo se alimenta con un 20 
análogo de meta-tirosina. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s) alterada(s) por biosíntesis” se refiere a 
compuestos químicos que se biosintetizan mediante la agrupación de genes de sangliferina (véase el documento 
WO2010/034243), y son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D pero que difieren ligeramente en 25 
cuanto a la composición (como en la sustitución de uno o más átomos por otro o en la presencia o ausencia de un 
grupo funcional particular), debido a alteraciones en la agrupación de genes, tales como sustitución o alteración de 
un dominio de aciltransferasa, deleción, sustitución o adición de un módulo o dominio de policétido sintasa, tal como 
deleción, sustitución o adición de una aciltransferasa, dominio de carga, dominio de bucle reductor (tal como uno o 
más de un dominio de deshidratasa, ceto-reductasa o enoilreductasa) o dominio de cetosintasa (por ejemplos, 30 
véanse los documentos WO 98/01546 o WO2010/034243) en particular, las generadas mediante fermentación de 
Streptomyces sp. A92-308110 o un mutante del mismo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “análogo(s) de meta-tirosina” se refiere a compuestos 
químicos que son estructuralmente similares a meta-tirosina pero que difieren ligeramente en cuanto a la 35 
composición (como en la sustitución de uno o más átomos por otro o en la presencia o ausencia de un grupo 
funcional particular). Los ejemplos incluyen (2S)-2-amino-3-(6-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo, éster metílico 
de L-3-aminofenilalanina, éster metílico de L-4-metil-meta-tirosina, éster metílico de L-4-fluoro-meta-tirosina, éster 
metílico de L-4,5-difluoro-meta-tirosina, DL-3-fluorofenilalanina, L-fenilalanina, DL-4-fluorometa-tirosina, DL-5-fluoro-
meta-tirosina, 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo, 2-amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato 40 
de metilo, 2-amino-3-(2-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo y 2-amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato 
de metilo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “bacteria productora de sangliferina” se refiere a cualquier 
cepa bacteriana que produce de manera natural una sangliferina o a sangliferina alterada por biosíntesis cuando se 45 
cultiva en condiciones apropiadas (por ejemplo, proporcionar medios de crecimiento y precursores necesarios). Esto 
incluye, pero no se limita a, Streptomyces sp. A92-308110, también conocido como DSM 9954 (véanse los 
documentos WO 97/02285 y WO 98/07743), también conocido como Streptomyces flaveolus. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “VHC” se refiere a virus de la hepatitis C, un virus con 50 
envuelta, de ARN, monocatenario, en la familia viral de Flaviviridae. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “VIH” se refiere a virus de inmunodeficiencia humano, el 
agente causante del síndrome de inmunodeficiencia adquirida humano. 
 55 
Tal como se usa en el presente documento, el término “biodisponibilidad” se refiere al grado o la tasa a la que un 
fármaco u otra sustancia se absorbe o pasa a estar disponible en el sitio de actividad biológica tras la administración. 
Esta propiedad depende de varios factores, incluyendo la solubilidad del compuesto, tasa de absorción en el 
intestino, el grado de unión a proteínas y metabolismo, etc. En el presente documento se describen diversas 
pruebas para determinar la biodisponibilidad con las que estará familiarizado un experto en la técnica (véase 60 
también Egorin et al. 2002). 
 
Tal como se usa en esta solicitud, el término “solubilidad en agua” se refiere a la solubilidad en medios acuosos, por 
ejemplo solución salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4, o en disolución de glucosa al 5%. A continuación en 
los ejemplos se proporcionan pruebas para determinar la solubilidad en agua como “ensayo de solubilidad en agua”. 65 
 

E12778778
07-09-2017ES 2 639 918 T3

 



6 

Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de la invención, tales como los compuestos de fórmula (I), 
incluyen sales convencionales formadas a partir de bases o ácidos orgánicos o inorgánicos farmacéuticamente 
aceptables así como sales de adición de ácido de amonio cuaternario. Los ejemplos más específicos de sales de 
ácido adecuadas incluyen clorhídrico, bromhídrico, sulfúrico, fosfórico, nítrico, perclórico, fumárico, acético, 
propiónico, succínico, glicólico, fórmico, láctico, maleico, tartárico, cítrico, palmoico, malónico, hidroximaleico, 5 
fenilacético, glutámico, benzoico, salicílico, fumárico, toluenosulfónico, metanosulfónico, naftaleno-2-sulfónico, 
bencenosulfónico, hidroxinaftoico, yodhídrico, málico, esteoico, tánico y similares. Las sales de ácido clorhídrico son 
de particular interés. Otros ácidos tales como oxálico, aunque no son en sí mismos farmacéuticamente aceptables, 
pueden ser útiles en la preparación de sales útiles como productos intermedios en la obtención de los compuestos 
de la invención y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos más específicos de sales de base 10 
adecuadas incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, cinc, N,N’-dibenciletilendiamina, 
cloroprocaína, colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaína. Las referencias a continuación en 
el presente documento a un compuesto según la invención incluyen tanto compuestos de fórmula (I) como sus sales 
farmacéuticamente aceptables. 
 15 
Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” representa un grupo alquilo de cadena lineal o 
ramificado, que contiene normalmente 1-10 átomos de carbono, por ejemplo un grupo alquilo C1-6. “Alquenilo” se 
refiere a un grupo alquilo que contiene dos o más carbonos (por ejemplo 2-10 carbonos, por ejemplo un grupo 
alquenilo C2-6) que está insaturado con uno o más dobles enlaces. 
 20 
Los ejemplos de grupos alquilo incluyen grupos alquilo C1-4 tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo. Los 
ejemplos de grupos alquenilo incluyen grupos alquenilo C2-4 tales como -CH=CH2 y -CH2CH=CH2. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “cicloalquilo” representa un grupo alquilo cíclico, que contiene 
normalmente 3-10 átomos de carbono, opcionalmente ramificado, por ejemplo ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo o 25 
cicloheptilo. Un ejemplo ramificado es 2-metilciclopentilo. “Cicloalquenilo” se refiere a un grupo alquenilo cíclico que 
contiene normalmente 5-10 átomos de carbono, por ejemplo ciclopentilo, ciclohexenilo o cicloheptenilo. Los grupos 
cicloalquilo y cicloalquenilo pueden ser por ejemplo monocíclicos o bicíclicos (incluyendo espirocíclicos), pero son 
adecuadamente monocíclicos. 
 30 
Tal como se usa en el presente documento, el término “recubrimiento entérico” significa un recubrimiento de barrera 
aplicado a una sustancia para prevenir la liberación de dicha sustancia tras la administración oral antes de que 
alcance el intestino delgado. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclilo” representa un grupo cicloalquilo en el que uno 35 
o más átomos de carbono de anillo (por ejemplo 1, 2 ó 3 átomos de carbono de anillo, tal como 1 ó 2, por ejemplo 1) 
se sustituyen por heteroátomos seleccionados de O, N y S. Los ejemplos incluyen morfolinilo, piperidinilo, 
pirrolidinilo, piperazinilo y N-metil-piperazinilo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclenilo” representa un grupo cicloalquenilo en el que 40 
uno o más átomos de carbono de anillo (por ejemplo 1, 2 ó 3 átomos de carbono de anillo, tal como 1 ó 2, por 
ejemplo 1) se sustituyen por heteroátomos seleccionados de O, N y S. 
 
Los ejemplos de grupos arilo incluyen (excepto cuando se indique) grupos monocíclicos, es decir fenilo, y anillos 
bicíclicos (por ejemplo anillos de 9 y 10 miembros) que son aromáticos o (en el caso de anillos bicíclicos) contienen 45 
al menos un anillo aromático. Por ejemplo, un anillo bicíclico puede ser completamente aromático, por ejemplo 
naftilo, o puede ser parcialmente aromático (por ejemplo que contiene un anillo aromático), tal como tetralina, indeno 
o indano. Un arilo preferido es fenilo. Los grupos arilo pueden estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con uno 
o más (por ejemplo 1, 2 ó 3) sustituyentes, por ejemplo seleccionados de alquilo (por ejemplo, alquilo C1-4), hidroxilo, 
CF3, halógeno, alcoxilo (por ejemplo, alcoxilo C1-4), nitro, -SO2Me, ciano y -CONH2. 50 
 
Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen (excepto cuando se indique) grupos monocíclicos (por ejemplo, anillos 
de 5 y 6 miembros) y anillos bicíclicos (por ejemplo, anillos de 9 y 10 miembros) que son aromáticos o (en el caso de 
anillos bicíclicos) contienen al menos un anillo aromático, y contienen uno o más heteroátomos (por ejemplo, 1, 2, 3 
ó 4 heteroátomos) seleccionados de N, O y S. Los ejemplos de anillos heteroarilos de 5 miembros incluyen pirrol, 55 
furano, tiofeno, oxazol, oxadiazol, tiazol y triazol. Los ejemplos de anillos heteroarilo de 6 miembros incluyen piridina, 
pirimidina y pirazina. Los ejemplos de anillos bicíclicos incluyen anillos completamente aromáticos tales como 
quinolina, quinazolina, isoquinolina, indol, cinolina, benzotiazol, bencimidazol, purina y quinoxalina y anillos 
parcialmente aromáticos tales como cromeno, cromano, tetrahidroquinolina, dihidroquinolina, isoindolina e indolina. 
Se prefieren grupos heteroarilo monocíclicos. Los grupos heteroarilo mencionados anteriormente pueden estar 60 
opcionalmente sustituidos tal como se describió anteriormente para grupos arilo. 
 
Cuando los grupos arilo y heteroarilo bicíclicos son parcialmente aromáticos, la unión al resto de la molécula puede 
ser a través de la parte aromática o a través de la parte no aromática. 
 65 
El término “tratamiento” incluye tratamiento profiláctico así como terapéutico. 
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Leyenda de figuras 
 
Figura 1: Imágenes de perfiles de 24 tras la incubación en condiciones ácidas y neutras. A: 24 en PBS, pH 7,3 (t=0, 
8,0 horas). B: 24 en condiciones ácidas, pH 1,2 (t = 0, 0,33, 0,67, 1,0 horas). 5 
 
Figura 2: Comparación del porcentaje de 24 en disolución tras la dosificación de una única cápsula con 
recubrimiento entérico o sin recubrimiento en condiciones ácidas a pH 1,0, que se ajustaron a pH 6,8 tras 
60 minutos, para imitar el pH de los compartimentos del estómago e intestinales. 
 10 
Descripción detallada de la invención 
 
En una realización, la protección del principio activo puede lograrse proporcionando una capa de recubrimiento 
entérico, siendo dicho recubrimiento entérico estable en el entorno ácido del estómago, y adaptado para liberar el 
principio activo en el entorno de pH superior del intestino delgado. 15 
 
En una realización, el principio activo está particulado y el recubrimiento entérico se aplica a las partículas de 
principio activo. 
 
En una realización, el principio activo está en forma de un granulado, y el recubrimiento entérico se aplica a los 20 
gránulos de principio activo. 
 
En una realización, el principio activo está recubierto sobre una perla (por ejemplo, una esfera de azúcar o almidón) 
y el recubrimiento entérico se aplica a la perla recubierta. Tales perlas recubiertas pueden formularse para dar 
comprimidos o cápsulas. 25 
 
En una realización, el principio activo (por ejemplo en forma de polvo) está contenido dentro de una cápsula, 
estando dicha cápsula dotada de un recubrimiento entérico. 
 
En una realización, el principio activo (por ejemplo en forma de polvo) está contenido dentro de un comprimido, 30 
estando dicho comprimido dotado de un recubrimiento entérico. 
 
Sangliferinas 
 
En una realización, la sangliferina es una sangliferina natural tal como sangliferina A, B, C o D. 35 
 
En una realización, la sangliferina es una sangliferina no natural (tal como un sangliferina semisintética, alterada por 
biosíntesis o mutasintética). En una realización, puede ser una sangliferina no natural preparada mediante 
modificación química de una sangliferina natural. En otra realización, puede ser el producto de alimentar un 
precursor no natural a una bacteria productora de sangliferina. Por ejemplo, puede ser el producto de alimentar un 40 
análogo de meta-tirosina a una bacteria productora de sangliferina. En otra realización, puede ser el producto de 
alimentar precursores naturales o no naturales a una bacteria productora de sangliferina en la que la PKS de 
sangliferina se ha modificado con respecto a uno o más módulos o dominios (véase el documento WO2010/034243), 
o puede ser el producto de fermentación directo de una bacteria productora de sangliferina genéticamente alterada 
en la que la PKS de sangliferina se ha modificado con respecto a uno o más módulos o dominios, mediante 45 
alteraciones en la agrupación de genes, tales como sustitución o alteración de un dominio de aciltransferasa, 
deleción, sustitución o adición de un módulo o dominio de policétido sintasa, tal como deleción, sustitución o adición 
de una aciltransferasa, dominio de carga, dominio de bucle reductor (tal como uno o más de un dominio de 
deshidratasa, ceto-reductasa o enoilreductasa) o dominio de cetosintasa (por ejemplos, véanse los documentos WO 
98/01546 o WO2010/034243) en particular, las generadas mediante fermentación de Streptomyces sp. A92-308110 50 
o un mutante del mismo. 
 
En una realización, la sangliferina es un compuesto de fórmula (X) o una sal farmacéuticamente aceptable del 
mismo: 
 55 
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en la que R1 representa un resto orgánico (es decir un resto compuesto por átomos de carbono e hidrógeno y que 
contiene opcionalmente uno o más átomos de N, O o S) y R2 representa un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente 
sustituido (tal como un grupo fenilo, piridina o pirimidina opcionalmente sustituido, de manera adecuada un grupo 5 
fenilo opcionalmente sustituido) incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del 
mismo en el que se forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 
Pueden seleccionarse sustituyentes opcionales para arilo o heteroarilo, por ejemplo, de halógeno, alquilo, F, Cl, Br, 
alquenilo o alquilo en los que uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos 
por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en los que uno o más átomos de 10 
carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar 
opcionalmente sustituido con uno o más átomos de halógeno. Un sustituyente a modo de ejemplo es hidroxilo (por 
ejemplo en la posición meta). 
 
En una realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable 15 
del mismo: 
 

 
 

en la que: 20 
 
el resto X1 representa -OR1, -NR1R2 o R3; 
 
R1, R2 y R3 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 25 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo 
monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1, R2 y R3 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la 30 
que uno o más átomos de carbono de R1, R2 y R3 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; 
 
o R1 y R2 están unidos de tal manera que NR1R2 representa un anillo heterocíclico saturado o insaturado que 
contiene el átomo de nitrógeno especificado y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo adicional seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 35 
2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo 
heterocíclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o heteroarilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1, R2 y R3 puede estar opcionalmente sustituido con uno o 
más átomos de halógeno; 40 
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o R1 y/o R2 representa hidrógeno; 
 
R9 representa H u OH; 
 5 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R9 representa H; 
 
R4, R5, R6, R7 y R8 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo o alquilo en la que uno o más átomos de 
carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en 
el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente 10 
sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o más átomos de halógeno; 
 
X2, X3, X4, X5 y X6 representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos grupos 
representa N el sustituyente unido está ausente; 
 15 
con la condición de que cuando todos de R4, R6, R7 y R8 representan H y todos de X2, X3, X4, X5 y X6 representan C, 
entonces R5 no puede representar OH, -O-alquilo u -O(CO)-alquilo; 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un 
cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 20 
 
Por ejemplo n representa un enlace sencillo. Por ejemplo R9 representa OH. Por ejemplo X2 representa C. Por 
ejemplo X3 representa C. Por ejemplo X4 representa C. Por ejemplo X5 representa C. Por ejemplo X6 representa C. 
Por ejemplo R4 representa H. Por ejemplo R8 representa H. Por ejemplo R5 representa OH. Por ejemplo R6 
representa H, Me o F. Por ejemplo R7 representa H o F. Por ejemplo R6 y/o R7 representa F. Por ejemplo X1 25 
representa NR1R2. Por ejemplo R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo y R2 representa H, alquilo, alquenilo u -O-alquilo. Por ejemplo NR1R2 representa 
morfolinilo, oxazinano o uno de los grupos dados a conocer en la siguiente tabla: 
 30 
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Un compuesto de fórmula (I) puede seleccionarse de: 
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 5 
e incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
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o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. 
 
En otra realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (II) o (III) o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo: 
 5 

 

 
 
en la que: R1, R2, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que 
uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo 10 
seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho 
grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido 
con uno o más átomos de halógeno; 
 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos grupos 15 
representa N el sustituyente unido está ausente; 
 
con la condición de que cuando todos de R1, R3, R4 y R5 representan H y todos de X1, X2, X3, X4 y X5 representan C, 
entones R2 no puede representar OH; 
 20 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo X1 representa C. Por ejemplo X2 representa C. Por ejemplo X3 representa C. Por ejemplo X4 representa 25 
C. Por ejemplo X5 representa C. Por ejemplo R1, R3, R4 y R5 se seleccionan independientemente de H, F, Cl, CF3, 
OH y alquilo C1-6. Por ejemplo R2 se selecciona de H, F, Cl, CF3, OH, NH2 y alquilo C1-6. Por ejemplo R2 representa 
OH. 
 
Un compuesto según fórmula (II) o fórmula (III) puede seleccionarse de: 30 
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 5 
lo que también puede representarse como 
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y que también puede representarse como: 
 

 5 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
 10 
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. 
 
En otra realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (IV) o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo: 
 15 

 
 
en la que: 
 
X representa CH2 o CO 20 
 
R1 y R2 representan independientemente hidrógeno; o un grupo alquilo o alquenilo que pueden estar opcionalmente 
unidos para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de nitrógeno mostrado y en la 
que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado 
de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están 25 
opcionalmente sustituidos por carbonilo; o uno de R1 y R2 representa -alquilarilo, -alquenilarilo, -alquilheteroarilo o 
-alquenilheteroarilo y el otro representa H, alquilo o alquenilo; 
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incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un 
cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo, R1 y R2 representan independientemente hidrógeno; o un grupo alquilo o alquenilo en el que uno o dos 
átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p 5 
y en el que uno o dos átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por carbonilo. Por ejemplo 
R1 representa hidrógeno y R2 representa un grupo alquilo. Por ejemplo R1 representa hidrógeno y R2 representa un 
grupo alquenilo. Por ejemplo R1 y R2 representan independientemente un grupo alquilo o alquenilo que están unidos 
para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de nitrógeno mostrado y en el que 
uno o dos átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, 10 
N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en el que uno o dos átomos de carbono de R1 y/o R2 están 
opcionalmente sustituidos por carbonilo. Por ejemplo R1 y R2 representan independientemente un grupo alquilo que 
están unidos para formar un anillo heterocíclico saturado que contiene el átomo de nitrógeno mostrado. Por ejemplo 
R1 y R2 representan independientemente un grupo alquilo o alquenilo que están unidos para formar un anillo 
heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de nitrógeno mostrado y en el que uno o dos átomos de 15 
carbono de R1 y/o R2 están sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p. Por ejemplo, si un átomo 
de carbono está sustituido por un heteroátomo, está sustituido por N u O. Por ejemplo X representa CH2. 
 
Un compuesto según fórmula (IV) puede seleccionarse de: 
 20 

 
 
o 
 

 25 
 
o una sal farmacéutica aceptable de los mismos. 
 
En otra realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (V) o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo: 30 
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en la que: 
 
R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, 5 
alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de 
tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
o R1 representa hidrógeno; 
 10 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la 
que uno o más átomos de carbono de R1 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; 
 
siempre que R1 no represente metilo o-CHMe2; 15 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o más 
átomos de halógeno; 
 
R3 representa H o (CO)x-alquilo; 20 
 
R4 representa H u OH; 
 
R5 representa H, OH o =O; 
 25 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y 
 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa H; 
 
x representa 0 ó 1; 30 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 
 35 
Por ejemplo, R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, 
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o 
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o 
heteroarilo monocíclico; o R1 representa hidrógeno; y en el que uno o más átomos de carbono de R1 que no son 
parte de un grupo arilo o heteroarilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y 40 
S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en el que uno o más átomos de carbono de R1 están opcionalmente 
sustituidos por carbonilo; siempre que R1 no represente metilo o -CHMe2. 
 
Por ejemplo R1 representa alquilo C4-10, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, 
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o 45 
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o 
heteroarilo monocíclico; o R1 representa hidrógeno; y en el que uno o más átomos de carbono de R1 que no son 
parte de un grupo arilo o heteroarilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y 
S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en el que uno o más átomos de carbono de R1 están opcionalmente 
sustituidos por carbonilo. 50 
 
Por ejemplo R1 se selecciona de alquilo C2-10, alquenilo C2-10 y arilo. Por ejemplo R1 se selecciona de alquilo C2-6, 
alquenilo C2-6 y arilo. Por ejemplo R1 se selecciona de alquilo C4-6, alquenilo C2-6 y arilo. 
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Por ejemplo, independientemente o en cualquier combinación: R3 representa H o (CO)x-alquilo C1-4, en el que x es 
tal como se define en la reivindicación 1; n representa un enlace sencillo; m representa un enlace sencillo; R4 
representa OH; y R5 representa =O. 
 5 
Por ejemplo x representa 0. Por ejemplo R3 representa H o metilo. Por ejemplo R5 representa C=O. 
 
Por ejemplo un compuesto de fórmula (V) se selecciona de un compuesto en el que: 
 
R1 representa CH2CH=CH2, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un 10 
enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 
 
R1 representa CH2CH3, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 15 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 
 
R1 representa C(CH3)3, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 20 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 
 
R1 representa fenilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 25 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
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 o 
 
R1 representa C(CH3)3, R3 representa H, R4 representa H, n representa un doble enlace, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa C(CH3)3, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 representa CH2CH=CH2, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un 
enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 
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 o 
 
R1 representa CH2CH3, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa fenilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 15 
 
Por ejemplo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y 
R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
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en la que R10 representa -OR1 y R1 es tal como se definió anteriormente, 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 5 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo, R10 se selecciona de un grupo indicado en la siguiente tabla: 
 10 

 
 
Los compuestos de fórmula (V) pueden prepararse según métodos dados a conocer en el documento 
WO2011/098805 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia. 
 15 
En otra realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (VI) o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo: 
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en la que: 
 
R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, 5 
alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de 
tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 salvo 10 
porque el átomo adyacente al grupo carbonilo al que está unido R1 no es O o N y en la que uno o más átomos de 
carbono de R1 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o más 
átomos de halógeno; 15 
 
R3 representa H o (CO)x-alquilo; 
 
R4 representa H u OH; 
 20 
R5 representa H, OH o =O; 
 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y 
 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa H; 25 
 
x representa 0 ó 1; 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 30 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, 
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o 
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o 35 
heteroarilo monocíclico; 
 
y en el que uno o más átomos de carbono de R1 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 salvo 
porque el átomo adyacente al grupo carbonilo al que está unido R1 no es O o N y en el que uno o más átomos de 40 
carbono de R1 están opcionalmente sustituidos por carbonilo. 
 
Por ejemplo R1 representa alquilo C1-6, alquenilo C2-6, alquil C1-4-cicloalquilo C4-7 o alquil C1-4-cicloalquenilo C5-7. 
 
Por ejemplo independientemente o en cualquier combinación: R3 representa H o (CO)x-alquilo C1-4; n representa un 45 
enlace sencillo; m representa un enlace sencillo; R4 representa OH; y R5 representa =O. 
 
Por ejemplo x representa 0. Por ejemplo R3 representa H o metilo. 
 
Por ejemplo un compuesto de fórmula (VI) se selecciona de un compuesto en el que: 50 
 
R1 representa CH2CH3, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
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 o 
 
R1 representa etilciclohexilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un 
enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 5 
 

 o 
 
R1 representa t-butilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 10 
 

 o 
 
R1 representa CH2CH3, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 15 
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 o 
 
R1 representa etilciclohexilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un 
enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa t-butilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace 
sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa 
=O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 
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en la que R1 es tal como se definió anteriormente; 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o cualquier isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, 
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 5 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo R1 se selecciona de un grupo indicado en la siguiente tabla: 
 

 10 
 
Los compuestos de fórmula (VI) pueden prepararse según métodos dados a conocer en el documento 
WO2011/098808 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia. 
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En otra realización, la sangliferina no natural es un compuesto de fórmula (VII) o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo: 
 

 5 
 
en la que: 
 
R1 y R2 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 10 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo 
monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
o R1 representa hidrógeno; y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 que no son parte de un grupo 
arilo o heteroarilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p 15 
representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por 
carbonilo; 
 
o R1 y R2 están unidos para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de nitrógeno 
mostrado y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por un 20 
heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono 
de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo heterocíclico puede estar opcionalmente 
condensado a un anillo arilo o heteroarilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 y/o R2 pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o 25 
más átomos de halógeno; 
 
R3 representa H,-(CO)x-alquilo; 
 
R4 representa H u OH; 30 
 
R5 representa H, OH o =O; 
 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y 
 35 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa H; 
 
x representa 0 ó 1; 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado 40 
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto en C-53 (si está presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo R1 y R2 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 45 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo 
monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
o R1 representa hidrógeno; y en el que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 que no son parte de un grupo 
arilo o heteroarilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p 50 
representa 0, 1 ó 2 y en el que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por 
carbonilo; 
 

E12778778
07-09-2017ES 2 639 918 T3

 



31 

o R1 y R2 están unidos para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de nitrógeno 
mostrado y en el que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por un 
heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en el que uno o más átomos de carbono 
de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo heterocíclico puede estar opcionalmente 
condensado a un anillo arilo o heteroarilo. 5 
 
Por ejemplo R1 representa arilo o heteroarilo sustituido con arilo monocíclico o heteroarilo monocíclico, -alquilo C1-4, 
-O-alquilo C1-4, -CO-alquilo C1-4 o -alquenilo C2-4. Por ejemplo R2 representa hidrógeno, alquilo C1-4 o alquenilo C1-4. 
Por ejemplo R2 representa hidrógeno o alquilo C1-4. 
 10 
Por ejemplo R1 y R2 junto con el nitrógeno al que están unidos representan un anillo heterocíclico de 5-7 miembros, 
tal como un anillo de pirrolidina, piperidina, morfolina o piperazina en el que el nitrógeno en la posición 4 de 
piperazina está opcionalmente sustituido con alquilo C1-4 y en el que un átomo de carbono adyacente a un átomo de 
nitrógeno dentro del anillo está opcionalmente sustituido por carbonilo. 
 15 
Por ejemplo, independientemente o en cualquier combinación: R3 representa H o (CO)x-alquilo C1-4, en el que x es 
tal como se definió anteriormente; n representa un enlace sencillo; m representa enlace sencillo; R4 representa OH; 
R5 representa =O. 
 
Por ejemplo x representa 0. 20 
 
Por ejemplo un compuesto de fórmula (VII) se selecciona de un compuesto en el que: 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 25 
 

 o 
 
R1 representa etilo, R2 representa etilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 30 
 

 o 
 
R1 representa -CHMe2, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 35 
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 o 
 
R1 representa metilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa metilo, R2 representa H, R3 representa Me, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 representa -CH2CH=CH2, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, 
m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 

 o 
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R1 representa metilo, R2 representa metilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace, m 
representa un enlace y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 5 
 
R1 representa -CH2CHMe2, R2 representa -CH2CHMe2, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace 
sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 10 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un doble enlace y R5 representa H tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 o 15 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa H, n representa un doble enlace, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
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 o 
 
R1 y R2 juntos representan -CH2CH2OCH2CH2- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, R3 representa H, 
R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se 
representa por la siguiente estructura: 5 
 

 o 
 
R1 representa 4-bifenililo, R2 representa H, en el que, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace 
sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 10 
 

 o 
 
R1 representa ciclohexilo, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 15 
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 o 
 
R1 y R2 juntos representan -OCH2CH2CH2CH2- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, R3 representa H, 
R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se 
representa por la siguiente estructura: 5 
 

 o 
 
R1 representa 2-piridinilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 10 
 

 o 
 
R1 representa ciclohexilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 15 
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 o 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa OH tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 representa etilo, R2 representa etilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 
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 o 
 
R1 representa -CHMe2, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa metilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 representa metilo, R2 representa H, R3 representa Me, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 
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 o 
 
R1 representa -CH2CH=CH2, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa metilo, R2 representa metilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa en enlace, m representa 
un enlace y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 representa -CH2CHMe2, R2 representa -CH2CHMe2, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace 
sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 
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 o 
 
R1 representa OCH3, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un doble enlace y R5 representa H tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 y R2 juntos representan -CH2CH2OCH2CH2- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, R3 representa H, 
R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se 
representa por la siguiente estructura: 10 
 

 o 
 
R1 representa 4-bifenililo, R2 representa H, en el que, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace 
sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 15 
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 o 
 
R1 representa ciclohexilo, R2 representa Me, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
R1 representa ciclohexilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 o 
 
R1 y R2 juntos representan -OCH2CH2CH2CH2- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros. R3 representa H, 
R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se 
representa por la siguiente estructura: 15 
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 o 
 
R1 representa 2-piridinilo, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m 
representa un enlace sencillo y R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 o 
 
o una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautómero del mismo; 
o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de 
metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 (si está presente) y los 10 
grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Por ejemplo R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y 
R5 representa =O tal como se representa por la siguiente estructura: 
 15 

 
 
en la que R10 representa un grupo tal como se muestra en la siguiente tabla: 
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o una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautómero del mismo; 
o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de 
metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 (si está presente) y los 5 
grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 
Los compuestos de fórmula (VII) pueden prepararse según métodos dados a conocer en el documento 
WO2011/098809 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia. 
 10 
Los compuestos de fórmula (X) y (I) a (IV) pueden prepararse generalmente mediante métodos similares a los 
descritos en los documentos WO2010/034243, WO2011/098805, WO2011/098808 y WO2011/098809. Esto puede 
implicar alteración semisintética de un molde de sangliferina producido mediante fermentación, por ejemplo 
mediante dihidroxilación asimétrica de Sharpless modificada y escisión oxidativa, seguido por acoplamiento de 
Horner-Wadsworth-Emmons de un fosfonato adecuado. 15 
 
Formulaciones 
 
Las formulaciones farmacéuticas de sangliferinas pueden presentarse convenientemente en forma de dosificación 
unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Tales 20 
métodos incluyen la etapa de poner en asociación el principio activo (sangliferina) con el portador que constituye uno 
o más componentes auxiliares. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociación de manera 
uniforme e íntima el principio activo con portadores líquidos o portadores sólidos finamente divididos o ambos, y 
después, si es necesario, conformando el producto. 
 25 
Según la invención, las sangliferinas se administrarán normalmente por vía oral en forma de una formulación 
farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adición de ácido o base, 
orgánica o inorgánica, no tóxica, en una forma de dosificación farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del 
trastorno y del paciente que va a tratarse, así como de la vía de administración, las composiciones pueden 
administrarse a diversas dosis. 30 
 
Tales comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, 
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibásico y glicina, disgregantes tales como almidón (preferiblemente almidón 
de maíz, patata o tapioca), glicolato sódico de almidón, croscarmelosa de sodio y determinados silicatos complejos, 
y aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa 35 
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arábiga. Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como 
estearato de magnesio, ácido esteárico, behenato de glicerilo y talco. 
 
También pueden emplearse composiciones sólidas de un tipo similar como cargas en cápsulas de gelatina. Los 
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidón, una celulosa, azúcar de la leche o polietilenglicoles 40 
de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invención pueden combinarse 
con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, material colorante o pigmentos, con agentes emulsionantes y/o 
de suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos. 
 
Puede prepararse un comprimido mediante compresión o moldeo, opcionalmente con uno o más componentes 45 
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auxiliares. Los comprimidos preparados por compresión pueden prepararse comprimiendo en una máquina 
adecuada el principio activo en una forma de flujo libre tal como un polvo o gránulos, opcionalmente mezclado con 
un aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, 
disgregante (por ejemplo glicolato sódico de almidón, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sódica reticulada), 
agente tensioactivo o de dispersión. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando en una máquina 5 
adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente líquido inerte. Opcionalmente, los 
comprimidos pueden recubrirse o ranurarse y pueden formularse para proporcionar una liberación lenta o controlada 
del principio activo en los mismos usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para 
proporcionar un perfil de liberación deseado. 
 10 
Las formulaciones según la presente invención adecuadas para administración oral pueden presentarse como 
unidades diferenciadas tales como cápsulas, cachets o comprimidos, que contienen, cada una, una cantidad 
predeterminada del principio activo; o como polvo o gránulos. 
 
Debe entenderse que, además de los componentes particularmente mencionados anteriormente, las formulaciones 15 
de esta invención pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica relacionados con el tipo de formulación 
en cuestión, por ejemplo los adecuados para la administración oral pueden incluir agentes aromatizantes. 
 
La forma de dosificación contendrá la sangliferina como principio activo en una forma en la que está protegida frente 
a degradación ácida en el estómago (lo más preferiblemente proporcionando un recubrimiento entérico y comentado 20 
en otra parte en el presente documento). 
 
La dosificación de una sangliferina que va a administrarse variará según el compuesto particular, la enfermedad 
implicada, el sujeto y la naturaleza e intensidad de la enfermedad y el estado físico del sujeto, y la vía de 
administración seleccionada. La dosificación apropiada puede determinarla fácilmente un experto en la técnica. 25 
 
Las composiciones pueden contener desde el 0,1% en peso, preferiblemente desde el 5-60%, más preferiblemente 
desde el 10-30% en peso, de una sangliferina, dependiendo del método de administración. 
 
Un experto en la técnica reconocerá que la cantidad y separación óptimas de dosificaciones individuales de una 30 
sangliferina estarán determinadas por la naturaleza y el alcance del estado que esté tratándose, la forma, vía y sitio 
de administración, y la edad y el estado del sujeto particular que esté tratándose, y que un médico determinará en 
última instancia las dosificaciones apropiadas que deben usarse. Esta dosificación debe repetirse con la frecuencia 
que resulte apropiada. Si se desarrollan efectos secundarios puede alterarse o reducirse la cantidad y/o frecuencia, 
según la práctica clínica normal. 35 
 
Tecnologías de recubrimiento entérico 
 
En general, cuando va a aplicarse recubrimiento entérico a sustratos (tales como partículas, gránulos, cápsulas o 
comprimidos), se recubren con una capa de recubrimiento entérico con la presencia opcional de una capa de 40 
separación entre el sustrato y la capa de recubrimiento entérico y con la presencia opcional de una capa de acabado 
aplicada encima de la capa de recubrimiento entérico. 
 
Opcionalmente pueden usarse capas de separación para evitar problemas de posible interacción química entre la 
capa de recubrimiento entérico (o su portador usado en el procedimiento de aplicación) y el principio activo (u otro 45 
componente del sustrato). También puede usarse una capa de separación cuando el principio activo (u otro 
componente del sustrato) puede disolverse parcial o sustancialmente durante el procedimiento de aplicación de la 
capa de recubrimiento entérico. 
 
Una capa de separación puede contener, por ejemplo, un polímero tal como hidroximetilcelulosa (HPMC). 50 
 
Opcionalmente pueden usarse capas de acabado, por ejemplo para proteger la capa entérica o, mediante inclusión 
de agentes de blanqueamiento o colorantes, para modificar el color del material recubierto. Una capa de acabado 
puede contener, por ejemplo, un polímero tal como hidroximetilcelulosa (HPMC) y un agente de blanqueamiento tal 
como dióxido de titanio. 55 
 
Hay materiales de recubrimiento adecuados de capa de separación y capa de acabado disponibles con el nombre 
comercial Opadry de Colorcon. 
 
La capa de recubrimiento entérico comprenderá normalmente una sustancia, tal como un ácido graso, cera, laca, 60 
polímeros, fibras vegetales y similares, que es estable frente al pH ácido del estómago (particularmente pH inferior a 
5 y especialmente pH de aproximadamente 3 o menos) pero se descompone en entorno alcalino (por ejemplo pH 7-
9) del intestino delgado. 
 
Una clase de materiales de recubrimiento entérico son los ftalatos. Los ejemplos incluyen acetato-ftalato de celulosa, 65 
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa y poli(acetato-ftalato de vinilo). 
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Sureteric™ es un sistema de recubrimiento entérico acuoso patentado de Colorcon que comprende poli(acetato-
ftalato de vinilo), plastificantes y otros componentes en un sistema en polvo seco. 
 
Opadry™ Enteric es un sistema de recubrimiento entérico patentado de Colorcon basado en poli(acetato-ftalato de 5 
vinilo) que es adecuado para su aplicación mediante técnicas de procesamiento alcohólicas o hidroalcohólicas. Un 
grosor a modo de ejemplo de recubrimiento de Opadry Enteric es el de 11 mg de Opadry Enteric aplicado a una 
cápsula de tamaño 0 (21,7 mm de diámetro x 7,65 mm de altura) ajustado a escala según el tamaño del artículo 
recubierto. 
 10 
Otra clase de materiales de recubrimiento entérico es los acetato-succinatos. Los ejemplos incluyen acetato-
succinato de hidroxipropilmetilcelulosa y acetato-succinato de celulosa. 
 
Otra clase de materiales de recubrimiento entérico incluye alginatos y derivados de ácido algínico. 
 15 
Otra clase de materiales de recubrimiento entérico incluye copolímeros de acrilato de metilo - ácido metacrílico y 
copolímeros de metacrilato de metilo - ácido metacrílico. Acryl EZE™ es un sistema de recubrimiento entérico 
acrílico acuoso patentado de Colorcon.  
 
Un material de recubrimiento entérico a modo de ejemplo adicional es Eudragit™ L-30 D55 de Evonik Röhm GmbH. 20 
 
El recubrimiento, tal como recubrimientos de separación, recubrimientos entéricos y recubrimientos de acabado, se 
aplica normalmente al sustrato (partícula, gránulo, cápsula o comprimido) mediante recubrimiento por pulverización. 
El recubrimiento por pulverización puede realizarse según las instrucciones del fabricante. 
 25 
Pueden obtenerse detalles adicionales de capas de recubrimiento a modo de ejemplo y métodos de aplicación de 
capas de recubrimiento (incluyendo grosores adecuados) mediante referencia a “Aqueous Polymeric Coatings for 
Pharmaceutical Dosage Forms” 3ª edición (2008) Editores: James W McGinity and Linda A Felton; Editorial: Informa 
Healthcare USA, Inc, cuyo contenido se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia. 
 30 
También puede obtenerse información adicional mediante referencia a Remington, The Science and Practice of 
Pharmacy, 21ª edición, cuyo contenido se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia. 
 
El tipo y grosor de las capas respectivas también pueden seleccionarse según las instrucciones del fabricante. 
 35 
Uso terapéutico 
 
Se espera que una sangliferina según la invención sea útil en el tratamiento de infecciones virales (especialmente 
infecciones por virus de ARN) tales como infección por VHC o VIH, para su uso como agente antiinflamatorio o para 
la profilaxis de rechazo de trasplante de órgano. 40 
 
Los aspectos de la invención incluyen: 
 
- Una forma de dosificación farmacéutica según esta invención para su uso en el tratamiento de infecciones virales 
(especialmente infecciones por virus de ARN) tales como infección por VHC o VIH, o para su uso como agente 45 
antiinflamatorio o para la profilaxis de rechazo de trasplante de órgano, mediante administración oral. 
 
- Un método de tratamiento de infecciones virales (especialmente infecciones por virus de ARN) tales como infección 
por VHC o VIH, o un método de tratamiento de inflamación o un método de profilaxis de rechazo de trasplante de 
órgano, que comprende administrar por vía oral a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una forma de 50 
dosificación farmacéutica según esta invención. 
 
Una cantidad eficaz es una cantidad que da lugar a una respuesta biológicamente significativa (por ejemplo, 
reducción de la carga viral, reducción de la inflamación, etc.) y puede determinarla experimentalmente un experto. 
Una cantidad eficaz puede estar normalmente en el intervalo de 1-1500 mg/día, lo más preferiblemente 25-55 
600 mg/día (o 0,015-20 mg/kg, lo más preferiblemente 0,35-9 mg/kg/día), haciendo referencia dicha cantidad en 
peso a la cantidad de principio activo de sangliferina en la forma de dosificación. 
 
Terapia de combinación 
 60 
Una sangliferina según la invención puede administrarse sola o en combinación con otros agentes terapéuticos. La 
administración conjunta de dos (o más) agentes puede permitir usar dosis inferiores de cada uno, reduciendo así los 
efectos secundarios, puede conducir a una potencia mejorada y por tanto una SVR superior, y a una reducción de la 
resistencia. 
 65 
Por tanto en una realización, la sangliferina se administra conjuntamente con uno o más agentes terapéuticos para 

E12778778
07-09-2017ES 2 639 918 T3

 



47 

el tratamiento de infección por VHC, tomados de los tratamientos de normas asistenciales. Puede ser un interferón 
(por ejemplo pIFNα y/o ribavirina). 
 
En una realización alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o más de otros agentes 
antivirales, tales como un STAT-C (agente dirigido específicamente para el tratamiento de VHC) o DAA (agentes 5 
antivirales de acción directa), que puede ser uno o más de los siguientes: inhibidores no nucleosídicos de la 
polimerasa (por ejemplo ABT-333, ABT-072, BMS 791325, IDX375, VCH-222, BI 207127, ANA598, VCH-916, GS 
9190, PF-00868554 (filibuvir) o VX-759), inhibidores nucleosídicos o nucleotídicos de la polimerasa (por ejemplo 2’-
C-metilcitidina, 2’-C-metiladenosina, R1479, PSI-6130, R7128, R1626, PSI 7977 o IDX 184), inhibidores de la 
proteasa (por ejemplo ABT-450, ACH-1625, BI 201355, BILN-2061, BMS-650032, CTS 1027, danoprevir, GS 9256, 10 
GS 9451, MK 5172, IDX 320, VX-950 (telaprevir), SCH503034 (boceprevir), TMC435350, MK-7009 (vaneprivir), 
R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063 o VX 985), inhibidores de NS5A (por ejemplo A-831, BMS 790052, BMS 824393, 
CY-102 o PPI-461), silimarina, inhibidores de NS4b, inhibidores de serina C-palmitoiltransferasa, nitazoxanida o 
inhibidores de la entrada viral (por ejemplo PRO 206). 
 15 
En una realización alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o más de otros agentes 
antivirales (tales como terapia antirretroviral de alta actividad (HAART)) para el tratamiento de VIH, que puede ser 
uno o más de los siguientes: inhibidores nucleosídicos de la transcriptasa inversa (NRTI) (por ejemplo emtricitabina 
o tenofovir), inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa (NNRTI) (por ejemplo rilipivirina o efavirenz), 
inhibidores de la proteasa (PI) (por ejemplo ritonavir o lopinavir), inhibidores de fusión (por ejemplo maraviroc o 20 
enfuvirtida), inhibidores de CCR5 (por ejemplo aplaviroc o vicriviroc), inhibidores de la maduración (por ejemplo 
bevirimat), anticuerpos monoclonales de CD4 (por ejemplo ibalizumab) e inhibidores de la integrasa (por ejemplo 
eltiegravir). 
 
En una realización alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o más de otros agentes 25 
antivirales para el tratamiento de VHB, que pueden ser uno o más de los siguientes: interferones (por ejemplo 
interferón alfa o interferón alfa pegilado), análogos de nucleósidos o nucleótidos (por ejemplo lamivudina, entecavir, 
adefovir dipivoxil o telbivudina), otros inmunomoduladores (por ejemplo timosina alfa, CYT107 o DV-601) o 
inhibidores de la HMG CoA reductasa (por ejemplo simvastatina). 
 30 
Opcionalmente, la forma de dosificación farmacéutica según la invención puede comprender uno o más de otros 
agentes terapéuticos, por ejemplo uno o más de otros agentes antivirales y/o uno o más de otros agentes 
terapéuticos mencionados anteriormente. 
 
Alternativamente, la forma de dosificación farmacéutica de la invención puede formar un kit de partes junto con una 35 
o más de otras formas de dosificación farmacéuticas que contienen uno o más de otros agentes antivirales y/o uno o 
más de otros agentes terapéuticos mencionados anteriormente 
 
Métodos generales 
 40 
Materiales y métodos 
 
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
 
Se mantienen Streptomyces sp. A92-308110 productor de sangliferina (DSM n.º 9954, adquirido de DSMZ, 45 
Braunschweig, Alemania), también denominado BIOT-4253 y BIOT-4370, o sus derivados, tales como BIOT-4585, 
en medio de agar de harina de avena, MAM, ISP4 o ISP2 (véase a continuación) a 28ºC. 
 
Se hizo crecer BIOT-4585 en agar de harina de avena a 28ºC durante 7-10 días. Se recogieron esporas de la 
superficie de la placa de agar en glicerol estéril al 20% p/v en destilada y se almacenaron en alícuotas de 0,5 ml a 50 
-80ºC. Se usó la disolución madre de esporas congelada para inocular medios de siembra SGS o SM25-3. Se 
incubó el medio de siembra inoculado con agitación entre 200 y 300 rpm con un alcance de 5,0 ó 2,5 cm a 27ºC 
durante 24 horas. Se inoculó el medio de fermentación SGP-2 o BT6 con el 2,5%-10% del cultivo de siembra y se 
incubó con agitación entre 200 y 300 rpm con un alcance de 5 ó 2,5 cm a 24ºC durante 4-5 días. Después se recogió 
el cultivo para la extracción. 55 
 
Análogos de meta-tirosina 
 
Se adquirieron (2S)-2-amino-3-(6-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo, éster metílico de L-3-aminofenilalanina, 
éster metílico de L-4-metilmeta-tirosina, éster metílico de L-4-fluoro-meta-tirosina y éster metílico de L-4,5-difluoro-60 
meta-tirosina de Netchem (EE.UU.). 
 
Se adquirieron DL-3-fluorofenilalanina y L-fenilalanina de Sigma (R.U.). 
 
Se adquirió DL-meta-tirosina de Fluorochem (R.U.). 65 
 

E12778778
07-09-2017ES 2 639 918 T3

 



48 

Se adquirió L-meta-tirosina de Alfa Aesar (R.U.). 
 
Se sintetizaron DL-4-fluoro-meta-tirosina (8), DL-5-fluoro-meta-tirosina (9), 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo (10), 2-amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (11), 2-amino-3-(2-
fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (12) y 2-amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13) de la 5 
siguiente manera: 
 
DL-4-fluoro-meta-tirosina (8) 
 

 10 
 
A una disolución de 8-1 (3 g, 19,5 mmol) en DCM seco (150 ml) se le añadió gota a gota BBr3 (4 M en DCM, 14,6 ml, 
58,5 mmol) a -70ºC. Tras la adición, se agitó la mezcla de reacción a -20ºC durante 3 h, se añadió cuidadosamente 
agua con hielo y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron sobre 
Na2SO4, se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida sobre sílice para 15 
dar el compuesto deseado 8-2. 
 
A una disolución de 8-2 (0,9 g, 6,4 mmol) en acetona (40 ml) se le añadió K2CO3 (2,2 g, 16 mmol) a temperatura 
ambiente. Se agitó la mezcla de reacción a temperatura ambiente durante la noche. Se añadió agua y se eliminó 
acetona a vacío, y después se extrajo con EtOAc, se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron 20 
sobre Na2SO4, se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida sobre sílice 
para dar el compuesto deseado 8-3. 
 
Se agitó una mezcla de 8-3 (1 g, 4,34 mmol), ácido hipúrico (860 mg, 4,80 mmol), NaOAc (400 mg) y Ac2O (2,2 ml) a 
80ºC durante 2 h. Se enfrió la mezcla de reacción amarilla y se añadió EtOH frío (10 ml), se enfrió la mezcla en un 25 
baño de hielo durante 15 min y después se vertió en 30 ml de agua con hielo, se enfrió y se recogió el producto 
mediante filtración. Se secó el sólido a vacío para proporcionar 8-4. 
 
Se agitó una disolución de 8-4 (300 mg, 0,8 mmol) y NaOAc (71 mg, 0,87 mmol) en MeOH (50 ml) a temperatura 
ambiente durante la noche. Se eliminó el disolvente mediante evaporación rotatoria y se disolvió el residuo en 50 ml 30 
de EtOAc, se lavó la disolución de EtOAc dos veces con agua y se concentró para dar 8-5. 
 
Se hidrogenó una disolución de 8-5 (360 mg, 0,89 mmol) en MeOH (50 ml) sobre Pd al 10%/C (77 mg) a presión 
normal durante 20 h. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para dar el producto 
8-6. 35 
 
Se sometió una disolución de 8-6 (210 mg) en HCl 3 N (10 ml) a reflujo durante 24 h, se concentró la disolución 
hasta sequedad y se purificó el residuo mediante cromatografía Combiflash de fase inversa para dar el producto 
objetivo 8. 
 40 
DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10) 
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A una disolución de 9-1 (20 g, 97,55 mmol) 
2,5 M, 107,3 mmol) a -78ºC. Se agitó durante
esta temperatura. Se agitó durante otros 5 
cloruro de amonio acuoso saturado. 
(sulfato de sodio), se filtró y se concentr
 
A una disolución de 9-2 (6 g, 38,9 mmol) 
116,8 mmol) a -70ºC. Tras la adición10 
cuidadosamente agua con hielo y se extrajo
secaron sobre Na2SO4, se filtraron y se concentraron
sobre sílice para dar el compuesto deseado
 
A una disolución de 2-(benciloxicarbon15 
(150 ml) se le añadió DBU (4,26 g, 28 mmol)
y se agitó la mezcla resultante a temperatura ambiente
se separó y se lavó la fase orgánica
residuo mediante cromatografía ultrarrápida
 20 
Se hidrogenó una disolución de 9-4 
la noche. Tras la retirada del catalizador
 
A una disolución de 10 (300 mg, 1,4
temperatura ambiente durante 30 minuto25 
se recogieron los cristales blancos que se formaron 
 
2-Amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato
 

49 

5 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se le añadió gota a gota
Se agitó durante 30 minutos y se añadió N,N-dimetilformamida 

otros 30 minutos y se retiró el baño frío. Tras 1 hora, se extinguió la reacción
. Se lavó la fase orgánica con agua y cloruro de sodio acuoso saturado

y se concentró. Se purificó el residuo mediante cromatografía sobre sílice

mmol) en DCM seco (200 ml) se le añadió gota a gota 
Tras la adición, se agitó la mezcla de reacción a -20ºC durante 

y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se 
se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida

ar el compuesto deseado 9-3. 

carbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (4,6
6 g, 28 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se añadió 
a temperatura ambiente durante la noche. Se diluyó la disolución

se lavó la fase orgánica con HCl 1 N, se secó sobre Na2SO4, se filtró y se concentr
cromatografía ultrarrápida sobre sílice para dar 9-4. 

4 (1 g) en MeOH (20 ml) sobre 200 mg de Pd al 10%/C
Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para dar 

1,4 mmol) en EtOH (30 ml) se le añadió NaOH ac. (2 N, 4 
minutos. Se eliminó el disolvente y se neutralizó el residuo

se recogieron los cristales blancos que se formaron mediante filtración para dar el compuesto objetivo

propanoato de metilo (11) 

 

gota a gota n-butil-litio (43 ml, 
amida (15,1 ml, 195,1 mmol) a 

se extinguió la reacción con 
cloruro de sodio acuoso saturado, se secó 

sobre sílice para dar 9-2. 

 BBr3 (4 M en DCM, 30 ml, 
durante 3 horas, se añadió 

Se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se 
mediante cromatografía ultrarrápida 

4,64 g, 14 mmol) en DCM 
se añadió 9-3 (1,95 g, 14 mmol) 

Se diluyó la disolución con EtOAc (150 ml), 
y se concentró. Se purificó el 

Pd al 10%/C a presión normal durante 
para dar 10. 

(2 N, 4 ml), se agitó la reacción a 
se neutralizó el residuo a pH=6 con HCl 2 N y 

el compuesto objetivo 9. 
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A una disolución del compuesto 11-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se le añadió gota a gota BBr3 (4M en DCM, 
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78ºC. Tras la adición, se agitó la reacción a -20ºC durante 4 horas. Después se añadió 
lentamente de hielo/agua, se separaron las fases, se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron 5 
sobre Na2SO4 y se evaporaron hasta sequedad. Se usó el residuo para la siguiente etapa sin purificación adicional. 
 
A una disolución de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (3 g, 9 mmol) en 100 ml de DCM 
se le añadió DBU (2,8 g, 18 mmol) a temperatura ambiente, tras 10 min, se añadió el compuesto 11-2 (compuesto 
bruto de la etapa anterior), se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyó la disolución con 10 
DCM (50 ml), se lavó con HCl 1 N (20 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad. Se purificó el 
residuo mediante cromatografía en gel de sílice (éter de petróleo/acetato de etilo=5/1) para dar 11-3. 
 
Se hidrogenó una mezcla del compuesto 11-3 (500 mg, 1,5 mmol) en MeOH (20 ml) sobre 50 mg de Pd al 10%/C a 
presión normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para 15 
obtener el producto bruto, que se purificó mediante cromatografía Combiflash de fase inversa para obtener 11 como 
un sólido blanco. 
 
2-Amino-3-(2-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (12) 
 20 

 
 
A una disolución del compuesto 12-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se le añadió gota a gota BBr3 (4M en DCM, 
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78ºC. Tras la adición, se agitó la reacción a -20ºC durante 4 horas. Tras la adición lenta de 
hielo/agua, se separaron las fases, se lavó la fase orgánica con agua y salmuera, se secó sobre Na2SO4 y se 25 
evaporó hasta sequedad. Se usó el residuo para la siguiente etapa sin purificación adicional. 
 
A una disolución de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (3 g, 9 mmol) en 100 ml de DCM 
se le añadió DBU (2,7 ml, 18 mmol) a temperatura ambiente, tras 10 min, se añadió el compuesto 12-2 (compuesto 
bruto de la etapa anterior), se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyó la disolución con 30 
DCM (100 ml), se lavó con HCl 1 N (30 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad. Se purificó el 
residuo mediante cromatografía en gel de sílice (éter de petróleo/acetato de etilo = 5/1) para dar 12-3. 
 
Se hidrogenó una mezcla del compuesto 12-3 (500 mg, 1,44 mmol) en MeOH (10 ml) sobre 100 mg de Pd al 10%/C 
a presión normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para 35 
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obtener el producto bruto, que se purificó mediante cromatografía Combiflash de fase inversa para obtener el 
compuesto deseado 12 como un sólido blanco. 
 
2-Amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13) 
 5 

 
 
A una disolución de 2,4-difluorofenol (2 g, 15,4 mmol) en 50 ml DMF se le añadieron K2CO3 (3,2 g, 23,1 mmol) y 
BnBr (2,2 ml, 18,5 mmol) a 0ºC. Se agitó la reacción a temperatura ambiente durante 2 horas. Se añadieron agua 
(100 ml) y EA (200 ml), se lavaron las fases orgánicas con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre 10 
Na2SO4 y se evaporaron hasta sequedad. Se purificó el residuo mediante cromatografía en gel de sílice (éter de 
petróleo/acetato de etilo =10/1) para dar el producto bruto 13-1. 
 
A una disolución del compuesto 13-1 (2 g, 9 mmol) en 10 ml THF se le añadió gota a gota n-BuLi (4 ml, 2,5 M) a 
-78ºC y se agitó durante 30 min. Se añadió DMF (1,3 g, 0,018 mmol) y se agitó de nuevo durante 30 min. Después 15 
se retiró el baño frío y se agitó la mezcla de reacción a temperatura ambiente durante 1 hora antes de extinguirse 
con agua. Se extrajo con acetato de etilo (20 ml x3), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad. Se 
purificó el residuo mediante cromatografía en gel de sílice (éter de petróleo/acetato de etilo =10/1) para dar 13-2 
como un sólido amarillo. 
 20 
A una disolución de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (728 mg, 2,2 mmol) en 20 ml de 
DCM se le añadió DBU (319 mg, 2,1 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se añadió el compuesto 13-2 
(500 mg, 2 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyó la disolución con DCM 
(50 ml), se lavó con HCl 1 N (20 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad. Se purificó el residuo 
mediante cromatografía en gel de sílice (éter de petróleo/acetato de etilo =5/1) para dar 13-3 como un aceite 25 
amarillo. 
 
Se hidrogenó el compuesto 13-3 (600 mg, 1,32 mmol) en MeOH (20 ml) sobre 60 mg de Pd al 10%/C a presión 
normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para obtener el 
producto bruto, que se purificó mediante cromatografía Combiflash de fase inversa para obtener el compuesto 30 
deseado 13 como un sólido blanco. 
 
Fórmula de medios 
 
El agua usada para preparar los medios se preparó usando un sistema de purificación de agua de calidad analítica 35 
Millipore Elix. 
 
Medio de siembra SGS 
 

Componente (y proveedor) Fórmula 
Glucosa (Sigma, G7021) 7,50 g 
Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25) 7,50 g 
extracto de levadura (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g 
extracto de malta (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g 
almidón de patata (soluble) (Sigma, S2004) 7,50 g 
NZ-amina A (Sigma, C0626) 2,50 g 
harina de soja tostada, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g 
L-asparagina (Sigma, A0884) 1,00 g 
CaCO3 (Calcitec, V/40S) 0,05 g 
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NaCl (Fisher Scientific, S/3160/65) 0,05 g 
KH2PO4 (Sigma, P3786) 0,25 g 
K2HPO4 (Sigma, P5379) 0,50 g 
MgSO4·7H2O (Sigma, M7774) 0,10 g 
disolución de oligoelementos B 1,00 ml 
agar 1,00 g 
Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml 
H2O por RO hasta un vol. final de **1,00 l 

 
El pH previo a la esterilización se ajustó a pH 7,0 con NaOH 10 M/H2SO4 10 M. 
 
Esterilización mediante calentamiento a 121ºC, 20-30 min (tratamiento en autoclave). 
 5 
Notas 
 
*el antiespumante sólo se usa en fermentadores de siembra, NO en matraces de siembra. 
 
**el volumen final se ajusta en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra. 10 
 
Disolución de oligoelementos B 
 

Componente Fórmula 
FeSO4·7H2O (Sigma, F8633) 5,00 g 
ZnSO4·7H2O (Sigma, Z0251) 4,00 g 
MnCl2·4H2O (Sigma, M8530) 2,00 g 
CuSO4·5H2O (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g 
(NH4)6Mo7O24 (Fisher Scientific, A/5720/48) 0,20 g 
CoCl2·6H2O (Sigma, C2644) 0,10 g 
H3BO3 (Sigma, B6768) 0,10 g 
Kl (Alfa Aesar, A12704) 0,05 g 
H2SO4 (95%) (Fluka, 84720) 1,00 ml 
H2O por RO hasta un vol. final de 1,00 l 

 
Medio de producción SGP2 15 
 

Componente Fórmula 
harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g 
Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40,00 g 
Tampón MES (Acros, 172595000) 19,52 g 
Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml 
H2O por RO hasta un vol. final de **1,00 l 

 
El pH previo a la esterilización se ajustó a pH 6,8 con NaOH 10 M. 
 
Esterilización mediante calentamiento a 121ºC, 20-30 min (tratamiento en autoclave). 20 
 
Notas 
 
*el volumen final se ajusta en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra. 
 25 
**el antiespumante sólo se usa en fermentadores, no en matraces. 
 
Medio SM25-3 (también denominado SM25) 
 

Componente  
Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25)  40 g 
Peptona de soja A3 SC (Organotechnie)  10 g 
Extracto de malta (Difco)  21 g 
hasta un vol. final de  1 l 

 30 
No se ajusta el pH previo a la esterilización (es decir, pH 7,0). 
 
Medio ISP4 
 

Componente  
Almidón soluble (Difco)  10 g 
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K2HPO4  1 g 
MgSO4·7H2O  1 g 
NaCl  1 g 
(NH4)2SO4  2 g 
CaCO3  2 g 
Disolución de sales de oligoelementos ISP  1 ml 
Agar  20 g 
hasta un vol. final de  1 l 

 
Preparar una pasta con el almidón en un volumen pequeño de agua fría y se lleva a un volumen de 500 ml. 
 
Añadir los demás componentes a la disolución II en 500 ml de agua, el pH debe estar entre pH 7,0 y pH 7,4 (pH 7,3). 
Mezclar las dos disoluciones entre sí y añadir agar. 5 
 
Sales de oligoelementos ISP 
 

Componente  
FeSO4·7H2O  1 g 
MnCl2·4H2O  1 g 
ZnSO4·7H2O  1 g 
hasta un vol. final de 1 l 

 
Almacenar a 4ºC. 10 
 
Método de fermentación general 
 
Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se 
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 4,0 ml de disolución madre de esporas a 400 ml 15 
de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 
27ºC y 250 rpm (alcance de 5,0 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 25 ml a 250 ml de medio de 
producción SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 
24ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución racémica 250 mM o enantioméricamente 
pura 125 mM del precursor deseado en ácido clorhídrico 1 M y 2 ml de una disolución metanólica 250 mM de ácido 20 
DL-piperázico a cada matraz de producción para dar una concentración final de 1 mM de los enantiómeros 
individuales de los precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (alcance de 
2,5 cm). 
 
Análisis de caldos de cultivo mediante CL-UV y CL-UV-EM 25 
 
Se añadieron caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) y se mezclaron durante 15-30 min seguido por 
centrifugación durante 10 min. Se recogieron 0,4 ml de la fase orgánica, se evaporaron hasta sequedad y después 
volvieron a disolverse en 0,20 ml de acetonitrilo. 
 30 
Condiciones de HPLC: 
 
Columna C18 Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm 
 
Equipada con una precolumna de seguridad Phenomenex Analytical C18 (KJ0-4282) 35 
 
Temp. de columna a 50ºC 
 
Velocidad de flujo de 1 ml/min 
 40 
UV de monitorización a 240 nm 
 
Inyección de alícuota de 20 ul 
 
Gradiente de disolventes: 45 
 
0 min: el 55% de B 
 
1,0 min: el 55% de B 
 50 
6,5 min: el 100% de B 
 
10,0 min: el 100% de B 
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10,05 min: el 55% de B 
 
13,0 min: el 55% de B 
 5 
El disolvente A es agua + ácido fórmico al 0,1% 
 
El disolvente B es acetonitrilo + ácido fórmico al 0,1% 
 
En estas condiciones SfA eluye a 5,5 min 10 
 
En estas condiciones SfB eluye a 6,5 min 
 
Se realiza CL-EM en un sistema de HPLC Agilent HP1100 integrado en combinación con un espectrómetro de 
masas por electropulverización Bruker Daltonics Esquire 3000+ que funciona en modo de iones positivos usando la 15 
cromatografía y los disolventes descritos anteriormente. 
 
Método de CL-EM de QC 
 
Condiciones de HPLC: 20 
 
Columna C18 Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm 
 
Equipada con una precolumna Phenomenex Analytical C18 (KJ0-4282) 
 25 
Temp. de columna a 50ºC 
 
Velocidad de flujo de 1 ml/min 
 
UV de monitorización a 210, 240 y 254 nm 30 
 
Gradiente de disolventes: 
 
0 min: el 10% de B 
 35 
2,0 min: el 10% de B 
 
15 min: el 100% de B 
 
17 min: el 100% de B 40 
 
17,05 min: el 10% de B 
 
20 min: el 10% de B 
 45 
El disolvente A es agua + ácido fórmico al 0,1% 
 
El disolvente B es acetonitrilo + ácido fórmico al 0,1% 
 
Condiciones de EM: 50 
 
La EM funciona en modo de conmutación (conmutando entre positivo y negativo), barriendo desde 150 hasta 
1500 uma. 
 
Análisis de 24 mediante HPLC en el estudio de cápsulas 55 
 
Se analizó 24 mediante HPLC usando los siguientes parámetros 
 

Parámetro Configuración 
Sistema: Serie Agilent 1200  
Columna: Columna Phenomenex Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm 
Fase móvil:  El disolvente A es agua + ácido fórmico al 0,1% 

El disolvente B es acetonitrilo + ácido fórmico al 0,1% 
Volumen de inyección:  20 ml 
Velocidad de flujo:  1 ml/min 
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Temperatura de columna: 
Tiempo de ejecución:  

50ºC 
20 min 

Detección: 
Gradiente: 

Detector UV Agilent, 276 nm 
0 min: el 10% de B 
2,0 min: el 10% de B 
15 min: el 100% de B 
17 min: el 100% de B 
17,05 min: el 10% de B 
20 min: el 10% de B 

 
Evaluación in vivo de farmacocinética oral e intravenosa 
 
Para sangliferinas, se analiza sangre completa. Se formulan compuestos en el 5% de etanol / el 5% de Cremophor 
EL / el 90% de solución salina para la administración tanto v.o. como i.v. A grupos de 3 ratones CD1 macho se les 5 
administran dosis de o bien 1 mg/kg i.v. o bien 5 ó 10 mg/kg v.o. Se extraen muestras de sangre (40 ml) a través de 
la vena safena, antes de la dosis y a las 0,25, 0,5, 2, 8 y 24 horas, y se diluyen con una cantidad igual de dH2O y se 
colocan inmediatamente en hielo seco. Se almacenan las muestras a -70ºC hasta el análisis. Se determina la 
concentración de la sangliferina o del compuesto original en la muestra mediante CL-EM de la siguiente manera: a 
20 µl de sangre:H2O (1:1, v/v)/muestra de PK se le añaden 20 µl patrón interno (hidroximacrociclo, 6) a 100 ng/ml, 10 
20 µl disolución de trabajo/MeOH y 150 µl de ACN, se agitan con vórtex durante 1 minuto a 1500 rpm, y se 
centrifugan a 12000 rpm durante 5 min. Después se inyecta el sobrenadante en CL-EM/EM. Se representan 
gráficamente las concentraciones en sangre a lo largo del transcurso del tiempo y se usan para derivar el área bajo 
la curva de concentración en sangre completa-tiempo (AUC, que es directamente proporcional a la cantidad total de 
fármaco sin modificar que alcanza la circulación sistémica). Estos valores se usan para generar parámetros de PK 15 
cuando es posible. 
 
Evaluación in vitro de la estabilidad en condiciones ácidas y neutras 
 
Disoluciones en DMSO de compuesto de prueba 20 
 
Se prepararon disoluciones en DMSO 1 mM de compuestos que iban a someterse a prueba y se mezclaron en 
Vibrax para garantizar que el compuesto se disolvía completamente. 
 
Disoluciones de prueba 25 
 
Se prepararon las siguientes disoluciones para someter a prueba los compuestos: 
 
Disolución de PBS: se añadieron 2 comprimidos de solución salina tamponada con fosfato (Dulbecco A) (Oxoid, 
BR0014G) a 200 ml de agua destilada y se agitó para mezclar. Se midió que el pH era de 7,28. 30 
 
Fluido intestinal simulado (SGF): se añadieron 300 ul de HCl conc. a 50 ml de agua destilada y se mezclaron. Se 
midió que el pH era de 1,21. 
 
Fluido intestinal simulado + pepsina: se añadieron 300 ul de HCl conc. y 1 g de pepsina (de mucosa gástrica porcina, 35 
Sigma) a 50 ml de agua destilada y se mezclaron mediante agitación durante 1 h. 
 
SGF + pepsina desnaturalizada: se llevaron 900 ul de disolución de enzima ácida a un tubo Eppendorf de 2 ml y se 
calentaron a 99ºC en un baño de agua durante 30 min. 
 40 
Las disoluciones de enzima ácida y de enzima desnaturalizada ácida se prepararon nuevas cada día, mientras que 
las disoluciones de PBS y ácido se almacenaron a 4ºC cuando no se usaban. 
 
Se calentaron previamente tubos Eppendorf que contenían 900 ul de disoluciones de prueba en un baño de agua a 
37ºC. A t = 0, se añadieron 100 ul de compuesto de prueba (disolución en DMSO 1 mM) a la disolución de prueba y 45 
se mezclaron. Se tomaron inmediatamente 100 ul y se mezclaron con 900 ul de acetonitrilo en un vial para CL de 
vidrio ámbar. Se analizaron 50-100 ul de la muestra mediante HPLC, integrando los picos UV de los compuestos 
para determinar la degradación a lo largo del tiempo. Se midió la sangliferina A a su λmáx de 240 nm; se midieron 33, 
45 y 24 a su λmáx de 276 nm. 
 50 
Se tomaron muestras adicionales de la misma manera para el análisis a aproximadamente t = 0,33, 0,67, 1,0, 2,67 y 
4,67 h. Se realizó un análisis final a t = >30 para confirmar el punto final de la reacción. 
 
También se prepararon controles de disoluciones en DMSO de compuestos de prueba en 900 ul de DMSO y se 
trataron de la misma manera, analizándose las muestras a t = 0, t = 8 y t = >30 h. Se calcularon las semividas a 55 
partir de los datos generados. 
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Evaluación de la estabilidad en hepatocitos 
 
Se colocan hepatocitos crioconservados, previamente almacenados en nitrógeno líquido, en un baño de agua con 
agitación a 37 ± 1ºC durante 2 min ± 15 s. Después se añaden los hepatocitos a un volumen de 10X de tampón de 5 
bicarbonato de Krebs-Henseleit (KHB) previamente calentado (glucosa 2000 mg/l, sin carbonato de calcio ni 
bicarbonato de sodio, Sigma), se mezclan suavemente y se centrifugan a 500 rpm durante 3 minutos. Tras la 
centrifugación, se retira cuidadosamente el sobrenadante y se añade un volumen de 10X de tampón KHB 
previamente alentado para resuspender el sedimento celular. Se mezcla esto suavemente y se centrifuga a 500 rpm 
durante 3 minutos. Después se retira el sobrenadante y se descarta. Después se determinan la viabilidad celular y el 10 
rendimiento mediante recuentos celulares, y se usan estos valores para generar suspensiones de hepatocitos 
humanos a la densidad de siembra apropiada (densidad de células viables = 2 x 106 células/ml). Se prepara una 
disolución de dosificación 2X en KHB previamente calentado (DMSO al 1%) (disolución de adición conocida 200 µM: 
20 µl de disolución madre de sustrato (10 mM) en 980 µl de DMSO, disolución de dosificación 2X: 10 µl de 
disolución de adición conocida 200 µM en 990 µl de KHB (2 µM tras la dilución). 15 
 
Se añaden 50 µl de disolución de dosificación 2X previamente calentada a los pocillos y se añaden 50 µl de 
disolución de hepatocitos previamente calentada (2 x 106 células/ml) y se comienza la temporización. Después se 
incuba la placa a 37ºC. Se añaden 100 µl de acetonitrilo que contiene patrón interno a cada uno de los pocillos tras 
transcurrirse el tiempo de incubación (0, 15, 30, 60 y 120 minutos), se mezcla suavemente y se añaden 50 µl de 20 
disolución de hepatocitos previamente calentada (2 x 106 células/ml). Al final de la incubación, se determina la 
viabilidad celular. Se centrifugan las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos a 4ºC, se diluyen los sobrenadantes 2 
veces con agua ultrapura y se analizan los niveles de compuestos mediante CL-EM/EM. 
 
Ejemplos 25 
 
Ejemplo 1 - Construcción de un mutante de deleción de sfaA de Streptomyces sp. A92-308110 (DCM9954) 
 
1.1 Construcción del constructo de deleción de sfaA 
 30 
Se escindió el fragmento de EcoRV-StuI de ∼7 kb del cósmido TL3006 (SEQ ID NO. 3), que abarca sfaA (posición 
de nucleótido 14396-21362, número de registro de secuencia de NCBI FJ809786), mediante digestión con EcoRV y 
StuI y se ligó el fragmento aislado resultante directamente en pKC1139 que se había digerido previamente con 
EcoRV y se trató con fosfatasa alcalina de gamba (Roche). Este plásmido se denominó pSGK268. 
 35 
Se realizó una deleción en marco del gen de sfaA contenido dentro de este clon usando el kit de recombinación 
Red/ET suministrado por Gene Bridges (número de catálogo K006). 
 

 
 40 

 
 
Se usaron dos oligonucleótidos, SfaA17161f y SfaA17825r, para amplificar el marcador de neomicina a partir del 
ADN de molde de FRTPGK-gb2-neo-FRT suministrado en el kit usando ADN polimerasa KOD. Se aisló el producto 
amplificado resultante de ∼1,7 kb mediante electroforesis en gel y se purificó a partir del gel con resina QiaEX. 45 
 
Se transformó el plásmido pSGK268 en E. coli DH10B usando técnicas convencionales y se seleccionó en placas 
que contenían apramicina (50 µg/ml). Se realizó la introducción del constructo de deleción esencialmente siguiendo 
el protocolo del kit de Gene Bridges. Se hizo crecer una única colonia durante la noche en apramicina 2TY 
(50 µg/ml) y se transformó con el plásmido pRedET (tet) y se seleccionó en apramicina (50 µg/ml) y tetraciclina 50 
(3 µg/ml) a 30ºC. Se usó una única colonia para preparar un cultivo durante la noche de esta cepa en 3 ml de 
apramicina 2TY (50 µg/ml) y tetraciclina (3 µg/ml) a 30ºC. Se usaron 0,5 ml de este cultivo para inocular 10 ml de 
apramicina 2TY (50 µg/ml) y tetraciclina (3 µg/ml) a 30ºC y se hicieron crecer hasta una DO600 nm ∼0,5. Se 
transfirieron 1,4 ml de este cultivo a cada uno de 2 tubos Eppendorf y se añadieron 50 µl de arabinosa al 10% a un 
tubo para inducir la expresión de las proteínas de recombinación Red/ET. Se agitaron los tubos durante ∼1 hora a 55 
37ºC. Se sedimentaron las células inducidas y no inducidas en una centrífuga de sobremesa y se lavaron dos veces 
con agua estéril helada; resuspendiendo y centrifugando para sedimentar las células cada vez. Se suspendieron los 
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sedimentos resultantes en aproximadamente 30-40 µl de agua y se mantuvieron en hielo. Se añadió el fragmento de 
alteración de 1,7 kb anteriormente aislado a los tubos inducidos y no inducidos y se transfirió a electrocubetas Biorad 
de 1 mm en hielo. Se sometieron las muestras a electroporación (Biorad Micropulser a 1,8kV, constante de tiempo 
resultante ∼4 ms) y se añadió 1 ml de 2TY (sin antibióticos) y se mezclaron para retirar las células de la cubeta. Se 
incubaron las células durante ∼3 horas a 37ºC con agitación (1100 rpm, Eppendorf Thermomixer compacta) antes 5 
de sembrar en placas de 2TY que contenían apramicina (50 µg/ml) y kanamicina 25 µg/ml e incubar durante la 
noche a 37ºC. Se cultivaron en líneas colonias de las placas de muestra inducidas sobre placas de 2TY que 
contenían kanamicina a 50 µg/ml para purificar y confirmar la introducción del casete de resistencia a la kanamicina. 
Se usó PCR con colonias bacterianas individuales para confirmar la introducción del casete. Se prepararon 
plásmidos a partir de estos cultivos y se digirieron para confirmar el plásmido previsto pSGK270. Después se 10 
digirieron los plásmidos con NsiI para retirar el fragmento de marcador, y volvió a ligarse el resto para producir el 
constructo con deleción en marco de sfaA, pSGK271. 
 
1.2 Conjugación de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) e introducción de una deleción de sfaA 
 15 
Se transformó el plásmido pSGK271 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y se seleccionó 
en placas de 2TY que contenían apramicina (50 µg/ml), kanamicina (25 µg/ml) y cloranfenicol (10 µg/ml). Se inoculó 
la cepa resultante en 3 ml de 2TY líquido que contenía apramicina (50 µg/ml), kanamicina (25 µg/ml) y cloranfenicol 
(10 µg/ml) y se incubó durante la noche a 37ºC, 250 rpm. Se usaron 0,8 ml de este cultivo para inocular 10 ml de 
2TY líquido que contenía apramicina (50 µg/ml), kanamicina (25 µg/ml) y cloranfenicol (10 µg/ml) en un tubo Falcon 20 
de 50 ml y se incubaron a 37ºC 250 rpm hasta que se alcanzó una DO600 nm ∼0,5. Se centrifugó el cultivo resultante 
a 3500 rpm durante 10 minutos a 4ºC, se lavó dos veces con 10 ml de medios 2TY usando centrifugación para 
sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspendió el sedimento resultante en 0,5 ml de 2TY y se mantuvo en 
hielo antes de su uso. Se sincronizó este procedimiento para que coincidiera con la terminación de la preparación de 
esporas de Streptomyces descrita a continuación. 25 
 
Se recogieron esporas de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) de una placa confluente de 1-
2 semanas de antigüedad resuspendiendo en ∼3 ml de glicerol al 20%. Se centrifugaron esporas (5000 rpm, 
10 minutos a temperatura ambiente) y se lavaron dos veces con tampón TES 50 mM antes de resuspender en 1 ml 
de tampón TES 50 mM y dividir entre 2 tubos Eppendorf. Se sometieron estos tubos a choque térmico a 50ºC 30 
durante 10 minutos en un baño de agua antes de añadir 0,5 ml de 2TY e incubar en una Eppendorf Thermomixer 
compacta a 37ºC durante 4-5 horas. 
 
Se mezclaron E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 y Biot-4370 preparadas a razones de 1:1 (250 µl de cada cepa) y 
1:3 (100 µl de E. coli) y se extendieron inmediatamente sobre placas R6 y se transfirieron a una incubadora a 37ºC. 35 
Tras aproximadamente 2 horas de incubación, se recubrieron estas placas con 2 ml de agua estéril que contenía 
ácido nalidíxico para dar una concentración en placa final de 25 µg/l. Se devolvieron las placas a la incubadora a 
37ºC durante la noche antes de recubrir con 2 ml de agua estéril que contenía apramicina para dar una 
concentración en placa final de 20-25 µg/l. Se fijaron colonias ex-conjugantes que aparecían tras ∼4-7 días a medios 
ISP4 que contenían apramicina (25 µg/l) y ácido nalidíxico (25 µg/l) y se incubaron a 37ºC. Una vez observado un 40 
crecimiento micelial adecuado, volvieron a fijarse las cepas a medios ISP4 que contenían apramicina (25 µg/l) a 
37ºC y se dejó que produjeran esporas. Después se subcultivaron las cepas tres veces (para fomentar la eliminación 
del plásmido sensible a la temperatura) mediante fijación a ISP4 (sin antibiótico) e incubación a 37ºC durante 3-
4 días. Finalmente se fijaron las cepas a ISP4 y se incubaron a 28ºC para permitir una esporulación completa (5-
7 días). Se recogieron las esporas y se diluyeron en serie sobre placas de ISP4 a 28ºC para permitir la selección de 45 
colonias individuales. Se fijaron doblemente las colonias individuales esporuladas a placas de ISP4 con o sin 
apramicina (25 µg/l) para confirmar la pérdida de plásmido y se dejó que crecieran ∼ 7 días antes de someter a 
prueba para determinar la producción de sangliferinas. 
 
1.3 Examen de cepas para determinar la producción de sangliferinas en tubos Falcon 50 
 
Se usó un único tapón de agar de ∼7 mm de una cepa con buena producción de esporas para inocular 7 ml de 
medios SM25-3 estériles y se incubó a 27ºC, 200 rpm en un agitador con un alcance de 2”. Tras 48 horas de 
crecimiento se transfirieron 0,7 ml de este cultivo a un tubo Falcon esterilizado que contenía 7 ml de medios SGP2 
con resina de HP20 al 5%. Se hicieron crecer los cultivos a 24ºC, 300 rpm en una incubadora con agitación con un 55 
alcance de 1 pulgada durante 5 días antes de la cosecha. Se retiraron 0,8 ml de cultivo bacteriano y se transfirieron 
alícuotas a un tubo Eppendorf de 2 ml garantizando una dispersión adecuada de la resina a lo largo de todo el 
cultivo antes de transferir las alícuotas. Se añadieron 0,8 ml de acetonitrilo y 15 µl de ácido fórmico y se mezcló el 
tubo durante aproximadamente 30 minutos. Se aclaró la mezcla mediante centrifugación y se retiraron 170 µl del 
extracto a un vial de HPLC y se analizaron mediante HPLC. 60 
 
1.4 Análisis de cepas para determinar la vuelta al fenotipo de tipo natural o sfaA. 
 
Se analizaron extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que produjeron sangliferina A y B no se analizaron 
adicionalmente ya que éstas habían vuelto al tipo natural. Las cepas que carecían de producción de sangliferina A y 65 
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B mostraron pequeños niveles (∼1-2 mg/l) de un pico con un tiempo de retención de 6,5 minutos que presentaba un 
cromóforo de tipo sangliferina. El análisis mediante CL-EM indicó que este pico tenía una m/z de 1073, -16 unidades 
con respecto a la m/z prevista de sangliferina. Se postuló que este pico se debía a la incorporación de fenilalanina 
en ausencia de meta-hidroxitirosina. 
 5 
Posteriormente volvieron a hacerse crecer ocho cepas que mostraban pérdida de producción de sangliferina para 
evaluar si la posible mutación de sfaA podía complementarse químicamente permitiendo un procedimiento 
mutasintético para producir sangliferinas novedosas. Se hicieron crecer las cepas en medios de siembra SM25-3 
durante 48 horas antes de la transferencia a medios de producción SGP2 con resina al 5%. Tras 24 horas de 
crecimiento adicionales, se alimentó por triplicado a las cepas DL-meta-hidroxitirosina 2 mM (adición de 100 ul de 10 
una disolución 0,16 M en HCl 1 M) o L-fenilalanina 2 mM usándose una cepa sin alimentación como control. 
También se alimentó a las cepas ácido pipecólico (2 mM en metanol) para potenciar los rendimientos de producto. 
Se recogieron cepas tras 4 días de crecimiento adicionales y se extrajeron y se analizaron mediante HPLC. Se 
mostró que meta-hidroxi-tirosina complementaba completamente la mutación de sfaA y la adición de L-fenilalanina 
aumentó los niveles del compuesto de -16 uma. Se eligió la cepa Biot-4585 para estudiarla adicionalmente como 15 
mutante de deleción de sfaA. 
 
Ejemplo 2 – Otros métodos para la construcción del constructo de deleción de sfaA 
 
Pueden usarse otros métodos para generar mutantes de deleción de sfaA. Los ejemplos incluyen mutantes de 20 
inactivación por inserción de sfaA (tal como ejemplo 12 del documento WO2010/034243). Se generó esta cepa tal 
como se describe en el documento WO2010/034243, y se le dio la denominación de cepa BIOT-4452. 
 
Ejemplo 3 – Alimentación en matriz del mutante de deleción de sfaA 
 25 
Se prepararon disoluciones madre de esporas de un mutante con alteración en sfaA (BIOT-4452 o BIOT-4585) tras 
el crecimiento en medio MAM, ISP4, ISP3 o ISP2, y se conservaron en glicerol al 20% p/v en agua destilada y se 
almacenaron a -80ºC. Se prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) inoculando disolución madre de 
esporas (1% v/v) en 7 ml de medio de siembra (medio SM25) en tubos de centrífuga de 50 ml con tapones de 
espuma. Se incubaron los tubos de cultivo a 27ºC, 250 rpm (alcance de 5 cm) durante 48 h. A partir del cultivo de 30 
siembra se transfirió el 10% (v/v) a 7 ml de medio de producción SGP-2 en tubos de centrífuga de 50 ml con tapones 
de espuma. Se llevó a cabo el cultivo a 24ºC y 300 rpm (alcance de 2,5 cm). Para la producción de sangliferinas 
mutasintéticas, se añadieron 0,05 ml de una disolución 0,32 M (en HCl 1 N) del compuesto de alimentación 
(mutasintón) a cada tubo a las 24 horas tras la inoculación para dar una concentración final de 2 mM. 
Adicionalmente, se añadieron 0,05 ml de una disolución 0,32 M de ácido piperázico (en metanol) a cada tubo a las 35 
24 horas para dar una concentración final de 2 mM. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales tras la 
alimentación. 
 
Se extrajeron las muestras transfiriendo 0,8 ml del caldo completo a un tubo Eppendorf tapado de 2 ml. Se 
añadieron 0,8 ml de acetonitrilo, junto con 0,015 ml de ácido fórmico. Después se agitó la mezcla durante 30 minutos 40 
en un dispositivo Vibrax. Después se centrifugó el tubo a 13000 rpm durante 10 minutos y se extrajeron 0,15 ml del 
sobrenadante para su análisis. Se analizaron los extractos tal como se describe en los métodos generales. 
 
La tabla 1 muestra los mutasintones que se alimentaron de esta manera, junto con los aductos de H+ y Na+ de CL-
EM, masa molecular prevista y tiempo de retención de los productos mutasintéticos de sangliferina observados. Se 45 
muestran los picos principales, relacionados con los análogos de sangliferina A. En todos los casos, también se 
observaron picos de CL-EM para los análogos de sangliferina B (masa - 18). 
 
Tabla 1 
 50 
 

mutasintón 
alimentado 

nombre de mutasintón  [M-H]- 
observada 
(m/z) 

[M+Na]+ 
observada 
(m/z) 

masa 
molecular 
(uma) 

tiempo de 
retención 
(minutos) 

 

ácido 2-amino-3-(4-fluoro-3-
hidroxifenil)propanoico 

1106,4 1130,4 1107,4 5,5 

 

ácido 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoico 

1106,4 1130,4 1107,4 5,7 

 

2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propionato de metilo 

1106,4 1130,4 1107,4 5,7 

 

(S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4-
metilfenil)propanoato de metilo 

1102,5 1126,7 1103,5 6,0 
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ácido 2-amino-3-(3-
fluorofenil)propanoico 

1090,4 1114,5 1091 6,1 

 

(2S)-2-amino-3-(3-hidroxilo(2-
piridil))propanoato de metilo 

1089,5 1113,7 1090,5 4,4 

 

2-amino-3-(2-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo 

1106,5 1130,6 1107,5 5,5 

 

2-amino-3-(2-fluoro-3-
hidroxifenil)propanoato de metilo 

1106,5 1130,6 1107,5 5,1 

 

2-amino-3-(2,6-difluoro-3-
hidroxifenil)propanoato de metilo 

1124,4 1148,5 1125,5 5,1 

 
Ejemplo 4 - aislamiento de 63-fluoro-sangliferina A, compuesto 14 
 
Se llevó a cabo la fermentación tal como se describe en los métodos generales usando 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores, se añadieron ambos a las 26 horas. 5 
 
Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo 
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron 
las células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 10 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a 
cabo una segunda extracción en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron 
los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presión reducida y después se 
ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta 
sequedad a presión reducida para dar el producto bruto final (1,3 g). 15 
 
Se disolvió el extracto bruto (1,3 g) en acetato de etilo (2 ml) y se cargó sobre una columna de gel de sílice (10 x 
2 cm) acondicionada con acetato de etilo (500 ml). Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 20 
hasta sequedad. Se disolvió este material (278 mg) en metanol (1,8 ml) y se purificó mediante HPLC preparativa. Se 
usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. 
El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 50% de B 
durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron 
las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión 25 
reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (20 mg). 
 
Ejemplo 5 - Aislamiento de 62,63-fluoro-sangliferina A, compuesto 15 
 
Se llevó a cabo la fermentación tal como se describe en los métodos generales usando (S)-2-amino-3-(3,4-difluoro-30 
5-hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores, se añadieron ambos a las 26 horas. 
 
Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo 
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron 35 
las células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a 
cabo una segunda extracción en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron 
los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presión reducida y después se 
ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta 40 
sequedad a presión reducida para dar el producto bruto final (1,6 g). 
 
Se disolvió el extracto bruto (1,6 g) en 2 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (10 x 
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 45 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (188 mg) en 1,8 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 
ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 50 
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un 
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sólido amorfo blanquecino (15 mg). 
 
Ejemplo 6 - Aislamiento de 62-fluoro-sangliferina A, compuesto 16 
 
Se emplearon los precursores (S)-2-amino-3-(4-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico. Se 5 
llevó a cabo según el método general con la excepción de que los precursores se añadieron a las 27 horas. 
 
Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo 
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron 10 
las células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a 
cabo una segunda extracción en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. 
 
Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presión 15 
reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas 
combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto bruto aceitoso final (4,2 g). 
 
Se disolvió el extracto bruto (4,2 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 20 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (390 mg) en 2,4 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 
ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 25 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 
identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad 
a presión reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (38 mg). 
 
Ejemplo 7 - Aislamiento de 62-metil-sangliferina A, compuesto 17 30 
 
Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se 
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolución madre de esporas a 400 ml 
de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 
27ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de 35 
producción SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 
24ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4-
metilfenil)propanoato de metilo en ácido clorhídrico 1 M y 2 ml de una disolución metanólica 400 mM de ácido DL-
piperázico a cada matraz de producción para dar una concentración final de 1 mM de los enantiómeros individuales 
de los precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). 40 
 
Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo aclarado tras 
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la 
resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto 45 
de acetonitrilo dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a cabo una segunda extracción en acetonitrilo de 
las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta 
obtener un volumen acuoso residual a presión reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con 
acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el 
producto bruto final (7,6 g). 50 
 
Se disolvió el extracto bruto (7,6 g) en 5 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 55 
hasta sequedad. Se disolvió este material (319 mg) en 2,4 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 
21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 
identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad 60 
a presión reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (14,9 mg). 
 
Ejemplo 8 - Aislamiento de 61-deshidroxi-sangliferina A, compuesto 18 
 
Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se 65 
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolución madre de esporas a 400 ml 
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de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 
27ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 500 ml a 4,5 l de medio de 
producción SGP2+HP20 al 5% en un fermentador Applikon de 7 l y se cultivaron a 24ºC, 400 rpm (control de DOT 
en cascada), flujo de aire de 2,5 l/min y DOT al 30% (control de agitación en cascada). Tras 24 horas de cultivo, se 
añadieron 7,5 ml de una disolución 667 mM de ácido (S)-2-amino-3-fenilpropanoico en ácido clorhídrico 1 M al 5 
fermentador para dar una concentración final de 1 mM del precursor. Se continuó el cultivo durante cuatro días 
adicionales a 24ºC, 400 rpm (control de DOT en cascada), flujo de aire de 2,5 l/min y DOT al 30% (control de 
agitación en cascada). 
 
Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 10 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo aclarado tras 
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la 
resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto 
de acetonitrilo dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a cabo una segunda extracción en acetonitrilo de 
las células y la resina en las mismas condiciones, pero recuperándose el segundo extracto mediante centrifugación. 15 
Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presión 
reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas 
combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto bruto final (55 g). 
 
Se suspendió el extracto bruto (55 g) en metanol al 80% en agua y se extrajo con 300 ml de hexano dos veces. Se 20 
encontró el compuesto objetivo en la parte de metanol/agua y se llevó hasta sequedad. Se disolvió este extracto 
seco (48 g) en 30 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (20 x 5 cm) acondicionada 
con 1 l de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con aumentos graduales de acetona 
(10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se identificó el 
compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvió este material 25 
(813 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una columna Waters Xterra MSC18 
(10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B 
era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido 
por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se 
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para proporcionar el compuesto 30 
objetivo como un sólido amorfo blanquecino (34 mg). 
 
Ejemplo 9 - Aislamiento 58-des(3-hidroxifenil)-58-(3-hidroxi-(2-piridil)-sangliferina A, compuesto 19 
 
Se emplearon los precursores (2S)-2-amino-3-(3-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo y ácido DL-piperázico. Se 35 
llevó a cabo según el método general con la excepción de que el alcance de la incubadora durante el cultivo 
vegetativo (de siembra) era de 2,5 cm. 
 
Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo aclarado tras 40 
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la 
resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto 
de acetonitrilo dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a cabo una segunda extracción en acetonitrilo de 
las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta 
obtener un volumen acuoso residual a presión reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con 45 
acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el 
producto bruto final (7 g). 
 
Se disolvió el extracto bruto (7 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 50 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo hasta el 100% acetona, después del 1% 
de metanol gradualmente al 5% de metanol en acetona). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se 
identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvió este 
material (204 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una columna Waters Xterra MSC18 
(10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B 55 
era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática al 50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido 
por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se 
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para proporcionar el compuesto 
objetivo como un sólido amorfo blanquecino (4 mg). 
 60 
Ejemplo 10 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-fluoro-sangliferina A, compuesto 20 
 
Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se 
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolución madre de esporas a 400 ml 
de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 65 
27ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de 
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producción SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 
24ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución 400 mM de ácido 2-amino-3-(3-
fluorofenil)propanoico en ácido clorhídrico 1 M y 2 ml de una disolución metanólica 400 mM de ácido DL-piperázico a 
cada matraz de producción para dar una concentración final de 1 mM de los enantiómeros individuales de los 
precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). 5 
 
Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descartó el caldo aclarado tras 
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la 
resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto 10 
de acetonitrilo dejándolo reposar por gravedad. Después se llevó a cabo una segunda extracción en acetonitrilo de 
las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante centrifugación de la mezcla 
de células residuales y resina. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen 
acuoso residual a presión reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se 
llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto bruto final (10,5 g).  15 
 
Se disolvió el extracto bruto (10,5 g) en 7 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y después con 
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 20 
hasta sequedad. Se disolvió este material (342 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una 
columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El 
disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empleó la columna de manera isocrática at 53% de B 
durante 30 minutos tras la inyección. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se 
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un 25 
sólido amorfo blanquecino (6 mg). 
 
Ejemplo 11 - Síntesis de (2-(1,2-oxazinan-2-il)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo 
 

 30 
 
A una disolución de 21-1 (ChemCollect, Alemania) (100 mg, 0,81 mmol), Et3N (246 mg, 2,43 mmol) en DCM seco 
(5 ml) se le añadió gota a gota cloruro de cloroacetilo (138 mg, 1,22 mmol). Se agitó la mezcla de reacción a 
temperatura ambiente durante 3 h, se vertió en agua con hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavó la fase 
orgánica con salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró, se concentró a vacío. Se usó el residuo (21-2) para la 35 
siguiente etapa sin ninguna purificación adicional (123 mg, rendimiento del 90%). 
 
Se agitó una mezcla de 21-2 (123 mg, 0,75 mmol) y fosfito de trietilo (250 mg, 1,50 mmol) a 140ºC durante 6 h. Se 
enfrió la mezcla de reacción hasta temperatura ambiente y se purificó mediante cromatografía ultrarrápida para 
proporcionar 21. 40 
 
Ejemplo 12 - Síntesis de (2-oxo-2-(piridin-2-ilamino-2)etil)fosfonato de dietilo 
 

 
 45 
A una disolución de 22-1 (1 g, 10,6 mmol), Et3N (1,075 g, 10,6 mmol) en cloruro de metileno seco (50 ml) se le 
añadió gota a gota cloruro de cloroacetilo (1,2 g, 10,6 mmol). Se agitó la mezcla de reacción a temperatura ambiente 
durante 3 h, se vertió en agua con hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavó la fase orgánica con salmuera y se 
secó sobre Na2SO4, se filtró y se concentró a vacío. Se purificó el residuo mediante cromatografía Combiflash de 
fase inversa para proporcionar 22-2. 50 
 
Se agitó una mezcla de 22-2 (170 mg, 1,00 mmol) y fosfito de trietilo (332 mg, 2,00 mmol) a 140ºC durante 6 h. Se 
enfrió la mezcla de reacción hasta temperatura ambiente y se purificó mediante cromatografía ultrarrápida para 
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proporcionar 22. 
 
Ejemplo 13 - Preparación de compuesto 23 
 

 5 
 
A una disolución con agitación de 14 (430 mg, 0,38 mmol), (DHQ)2PHAL (18,6 mg, 0,024 mmol), tetraóxido de osmio 
(0,156 ml, 0,012 mmol) en alcohol terc-butílico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (74 mg, 
0,77 mmol) en 20 ml de alcohol terc-butílico se le añadió, a temperatura ambiente, una disolución de ferricianuro de 
potasio (382 mg, 1,16 mmol) y carbonato de potasio (160 mg, 1,16 mmol) en 20 ml de agua, dando como resultado 10 
una emulsión marrón. Tras 2 h se añadió una disolución de sulfito de sodio y se continuó la agitación durante 20 
min. Se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavaron las fases orgánicas combinadas con 
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida, se purificaron 
mediante cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 23-2 como un sólido blanco. 
 15 
A una disolución con agitación de 23-2 (240 mg, 0,21 mmol) en 24 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le añadió 
peryodato de sodio (91 mg, 0,42 mmol). Se agitó la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, y 
después se añadió bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de etilo. 
Se lavaron las fases orgánicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se secaron 
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida. Se purificó el residuo mediante 20 
cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 23-3. 
 
A una disolución de (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo (91 mg, 0,368 mmol) en THF (5,0 ml) se le 
añadió NaH (2,8 mg, 0,1104 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 
20ºC hasta que se volvió transparente. Después se añadió 23-3 (70 mg, 0,092 mmol) a la disolución transparente y 25 
se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. Se extinguió la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 
30 ml). Se lavó la fase orgánica con salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró y se redujo a vacío. Se purificó el 
residuo mediante HPLC preparativa para obtener 23 como un sólido blanco. 
 
Ejemplo 14 - Preparación de compuesto 24 30 
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A una disolución de 21 (42 mg, 0,168 mmol) en THF (2,0 ml) se le añadió NaH (1,2 mg, 0,05 mmol) en THF anhidro 
(0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 20ºC hasta que se volvió transparente. Después se 
añadió 23-3 (30 mg, 0,042 mmol) a la disolución transparente y se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. Se extinguió 5 
la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavó la fase orgánica con salmuera y se 
secó sobre Na2SO4, se filtró y se redujo a vacío. Se purificó el residuo mediante HPLC preparativa para obtener 24 
como un sólido blanco. 
 
Ejemplo 15 - Preparación de compuesto 25 10 
 

 
 
A una disolución de 22 (48 mg, 0,168 mmol) en THF (2,0 ml) se le añadió NaH (1,2 mg, 0,05 mmol) en THF anhidro 
(0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 20ºC hasta que se volvió transparente. Después se 15 
añadió 23-3 (30 mg, 0,042 mmol) a la disolución transparente y se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. Se extinguió 
la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavó la fase orgánica con salmuera y se 
secó sobre Na2SO4, se filtró y se redujo a vacío. Se purificó el residuo mediante HPLC preparativa para obtener 25 
como un sólido blanco. 
 20 
Ejemplo 16 - Preparación de compuesto 26 
 

 
 
A una disolución de 23 (13 mg, 0,015 mmol) disuelto en dioxano (1 ml) se le añadió disolución acuosa de HCl (2 M, 25 
0,080 ml, 0,16 mmol). Se agitó la reacción a 20ºC durante 24 h y se extinguió la reacción con agua y se extrajo con 
acetato de etilo (3 x 10 ml). Se secó la fase orgánica sobre sulfato de sodio y se evaporó. Se purificó el residuo 
mediante HPLC preparativa para obtener 26 como un sólido blanco. 
 
Ejemplo 17 - Preparación de compuesto 27 30 
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A una disolución con agitación de 17 (99 mg, 0,09 mmol), (DHQ)2PHAL (4,2 mg, 0,0054 mmol), tetraóxido de osmio 
(0,034 ml, 0,0027 mmol) en alcohol terc-butílico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (18 mg, 
0,18 mmol) en 5 ml de alcohol terc-butílico se le añadió, a temperatura ambiente, una disolución de ferricianuro de 5 
potasio (90 mg, 0,27 mmol) y carbonato de potasio (37 mg, 0,27 mmol) en 5 ml de agua, dando como resultado una 
emulsión marrón. Tras 2 h se añadió una disolución de sulfito de sodio y se continuó la agitación durante 20 min. Se 
extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavaron las fases orgánicas combinadas con 
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida, se purificaron 
mediante cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 27-2 como un sólido blanco. 10 
 
A una disolución con agitación de 27-2 (40 mg, 0,035 mmol) en 3 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le añadió 
peryodato de sodio (15 mg, 0,07 mmol). Se agitó la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, y 
después se añadió bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de etilo. 
Se lavaron las fases orgánicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se secaron 15 
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida. Se purificó el residuo mediante 
cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 27-3 como un sólido blanco. 
 
A una disolución de 21 (28 mg, 0,104 mmol) en THF (2,0 ml) se le añadió NaH (0,75 mg, 0,0312 mmol) en THF 
anhidro (0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 20ºC hasta que se volvió transparente. 20 
Después se añadió 27-3 (19,6 mg, 0,026 mmol) a la disolución transparente y se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. 
Se extinguió la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml). Se lavó la fase orgánica con 
salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró y se concentró a presión reducida. Se purificó el residuo mediante HPLC 
preparativa para obtener 27 como un sólido blanco. 
 25 
Ejemplo 18 - Preparación de compuesto 28 
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A una disolución con agitación de 15 (349 mg, 0,31 mmol), (DHQ)2PHAL (14 mg, 0,0186 mmol), tetraóxido de osmio 
(0,117 ml, 0,0093 mmol) en alcohol terc-butílico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (59 mg, 
0,62 mmol) en 15 ml de alcohol terc-butílico se le añadió, a temperatura ambiente, una disolución de ferricianuro de 5 
potasio (128 mg, 0,93 mmol) y carbonato de potasio (306 mg, 0,93 mmol) en 15 ml de agua, dando como resultado 
una emulsión marrón. Tras 2 h se añadió una disolución de sulfito de sodio y se continuó la agitación durante 20 
min. Se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavaron las fases orgánicas combinadas con 
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida, se purificaron 
mediante cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 28-2 como un sólido blanco. 10 
 
A una disolución con agitación de 28-2 (170 mg, 0,1466 mmol) en 15 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le 
añadió peryodato de sodio (62 mg, 0,2931 mmol). Se agitó la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, 
y después se añadió bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de 
etilo. Se lavaron las fases orgánicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se 15 
secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presión reducida. Se purificó el residuo 
mediante cromatografía ultrarrápida de fase inversa para proporcionar 28-3 como un sólido blanco. 
 
A una disolución de 21 (41 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le añadió NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF 
anhidro (0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 20ºC hasta que se volvió transparente. 20 
Después se añadió 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolución transparente y se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. 
Se extinguió la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavó la fase orgánica con 
salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró y se evaporó. Se purificó el residuo mediante HPLC preparativa para 
obtener 28 como un sólido blanco. 
 25 
Ejemplo 19 - Preparación de compuesto 29 
 

 
 
A una disolución de 22 (42 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le añadió NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF 30 
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anhidro (0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 20ºC hasta que se volvió transparente. 
Después se añadió 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolución transparente y se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. 
Se extinguió la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavó la fase orgánica con 
salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró y se evaporó. Se purificó el residuo mediante HPLC preparativa para 
obtener 29 como un sólido blanco. 5 
 
Ejemplo 20 - Preparación de compuesto 30 
 

 
 10 
A una disolución de (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo (37 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le 
añadió NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a 0ºC con agitación. Después se agitó la disolución a 
20ºC hasta que se volvió transparente. Después se añadió 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolución transparente y 
se agitó la mezcla a 20ºC durante 2 h. Se extinguió la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 
20 ml). Se lavó la fase orgánica con salmuera y se secó sobre Na2SO4, se filtró y se evaporó. Se purificó el residuo 15 
mediante HPLC preparativa para obtener 30 como un sólido blanco. 
 
Ejemplo 21 - Datos biológicos - biodisponibilidad oral in vivo 
 
Para evaluar la farmacocinética de los compuestos en un entorno in vivo, se administraron dosis de compuestos v.o. 20 
a 10 ó 5 mg/kg e i.v. a 1 mg/kg a grupos de ratones CD1. Los compuestos sometidos a prueba se mencionaron 
anteriormente o se indican en la siguiente tabla: 
 
Lista de compuestos sometidos a prueba que están publicados* 
 25 

Número de compuesto  
31 

 
32 

 
33 
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34 

 
35 

 
36 

 
37 

 
38 

 
39 

 
40 
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41 

 
42 

 
43 

 
44 

 
45 

 
 
*véanse los documentos WO2011/098809, WO2011/098808 y WO2011/098805 para una divulgación y métodos de 
preparación, estos documentos se incorporan en su totalidad en el presente documento. 
 
Se llevó a cabo el análisis farmacocinético tal como se describe en los métodos generales. 5 
 

Compuesto AUCúltima tras dosis 
i.v. de 1 mg/kg 

AUCúltima tras dosis 
v.o. de 5 mg/kg 

AUCúltima tras dosis 
v.o. de 10 mg/kg 

Biodisponibilidad 
oral F% 

Ciclosporina A, 1 1010  8793 90,8 
Sangliferina A, 5 16473  2839 1,4 
Sangliferina B, 7 14067  5693 3,9 

Sangliferina C, 31 1257  25 0,2 
Sangliferina D, 32 2157  19,8 0,03 

33 14333  2203 1,6 
34 14033  800 0,1 
35 813  11,3 0,1 
36 4923  17,8 0,04 
37 1218  4,76 0,04 
38 5793  3090 5,5 
39 1660  111 0,9 
40 4910  3877 7,8 
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41 1943  453 2,4 
42 11658  919 0,7 
43 9801  8983 9,2 
44 2497  0 0 
45 15100  4837 3,2 
23 22867 2760  2,4 
24 45467 8223  3,6 
26 5503 421  1,5 

 
Tal como puede observarse, las sangliferinas tienen una baja biodisponibilidad oral, tal como se muestra mediante 
un valor de F% bajo. 
 
Ejemplo 22 - Datos biológicos - estabilidad in vitro en diferentes matrices 5 
 
Se analizó la estabilidad de compuestos en fluido gástrico simulado, pH 1,2 (SGF) y solución salina tamponada con 
fosfato, pH 7,3 (PBS). Véase la figura 1 para los perfiles de HPLC para incubaciones en PBS y SGF de 24. El tiempo 
de retención de 24 es de 11,1-11,3 minutos. 
 10 

Compuesto t1/2 en 
SGF (h) 

SGF, % 
restante tras 

1 hora 

SGF + pepsina, 
% restante tras 

1 hora 

SGF + pepsina 
desnaturalizada, % 
restante tras 1 hora 

t1/2 de 
PBS (h) 

PBS, % 
restante tras 

1 hora 
CsA, 1 >24 100% - - >24 - 
SfA, 5 ∼1 52% 41% 49% ∼3 76% 

33 0,66 - 25% - >24 - 
45 <0,33 13% 17% 15% >24 100% 
24 <0,33 18% 23% 30% >24 100% 

 
Tal como puede observarse, todas las sangliferinas son más estables en PBS que en SGF con o sin pepsina, 
mientras que el otro inhibidor de ciclofilina de una clase química diferente, ciclosporina A, es estable en todas las 
matrices sometidas a prueba. A partir de este experimento puede concluirse que las sangliferinas se degradan en 
condiciones ácidas (como modelo de ácido estomacal) pero son estables a pH neutro o alcalino. 15 
 
Ejemplo 23 - Datos biológicos - generación de cápsulas con recubrimiento entérico y estudios de disolución. 
 
Se pesaron aproximadamente 5 mg de 24 en cápsulas de gelatina de tamaño “3” que después se colocaron en una 
cápsula de gelatina de tamaño “0”. Después se logró el recubrimiento de la mitad de las cápsulas sumergiendo 20 
individualmente cada cápsula en la disolución de recubrimiento (el 5% p/p de disolución de recubrimiento entérico 
Opadry, el 95% p/p de diclorometano:metanol 40:60) y dejándolas secar al aire ambiental durante al menos 6 horas 
o durante la noche. Se recubrieron las cápsulas sumergiendo en primer lugar el cuerpo de cápsula en la disolución y 
después dejándolo secar al aire colocándolo en un soporte de tal manera que el cuerpo estaba dirigido hacia arriba y 
la tapa en contacto con el soporte. Una vez seca, entonces se sumergió la tapa de cápsula en la disolución de 25 
recubrimiento y se secó de la misma manera que la descrita anteriormente con el cuerpo en contacto con el soporte. 
Tras recubrir tanto el cuerpo como la tapa de la cápsula, esto se consideró 1 ciclo de recubrimiento. Tras un secado 
suficiente, se midieron los pesos de las cápsulas y se compararon con los valores iniciales. Se repitió este 
procedimiento varias veces hasta que se logró el aumento de peso deseado (11 mg) para la cápsula. 
 30 
Después se llevaron a cabo estudios de disolución en medios ácido (pH1,0) y de tampón a pH 6,8 de la siguiente 
manera: 
 
Etapa ácida: se colocaron 750 ml de HCl 0,1 M en un recipiente de 1 l y se ensambló el aparato. Se dejó equilibrarse 
el medio hasta una temperatura de 37 ± 0,5ºC. Se colocó una cápsula (con recubrimiento o sin recubrimiento) en el 35 
aparato, se cubrió el recipiente y se agitó con paletas la mezcla a 50 rpm. Se extrajo una alícuota del líquido a T=0, 
tras 30 minutos (T=30 min) y tras 60 minutos (T=60 min) de funcionamiento en HCl 0,1 M y se procedió 
inmediatamente tal como se indica en la etapa de tampón. Se realiza un análisis de la alícuota usando un método de 
ensayo adecuado. 
 40 
Etapa de tampón: Inmediatamente tras completarse la etapa ácida, se añadieron 250 ml de una disolución 0,2 M de 
fosfato de trisodio dodecahidratado (con Tween 80 al 2%) equilibrada hasta 37 ± 0,5ºC. Esto se ajustó según fue 
necesario con HCl 2 N o NaOH 2 M a un pH de 6,8 ± 0,05 en el plazo de 5 minutos. Después se continuó el estudio 
durante 90 minutos adicionales, agitando la mezcla con paletas a 75 rpm, extrayéndose alícuotas del líquido a T=0, 
15, 30, 45, 60 y 90 min. 45 
 
Usando los métodos descritos anteriormente, se compararon cápsulas con recubrimiento entérico con cápsulas sin 
recubrimiento, y se analizaron las alícuotas extraídas mediante HPLC para determinar los niveles de 24. 
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La figura 2 y la siguiente tabla muestran los resultados del estudio. Las cápsulas sin recubrimiento se disolvieron 
completamente tras aproximadamente 5 minutos en el medio ácido, mientras que las cápsulas recubiertas todavía 
permanecían intactas tras 1 hora. Esta observación se respaldó por los resultados de HPLC que mostraron que a los 
60 minutos no se detectó ninguna liberación de 24 para las cápsulas recubiertas. Dado que las cápsulas sin 
recubrimiento se habían disuelto completamente tras 5 minutos en el medio ácido permitiendo que 24 se dispersara 5 
completamente en el medio, la liberación de 24 a partir de estas cápsulas debe ser mucho mayor a los 60 minutos. 
Este valor bajo de liberación se debía lo más probablemente a la degradación de 24 en el medio ácido. Esta 
hipótesis está respaldada por los valores de liberación en porcentaje tras 90 minutos en el medio básico que 
mostraron que sólo se detectó una liberación de aproximadamente el 12% de 24 para las cápsulas sin recubrimiento 
en comparación con una liberación de aproximadamente el 63% para las cápsulas recubiertas. Esto sugiere que una 10 
cantidad sustancial de 24 procedente de las cápsulas sin recubrimiento se había degradado en el medio ácido antes 
de la etapa básica. Tras el cambio al medio básico, las cápsulas recubiertas se disolvieron completamente en 5 
minutos permitiendo que 24 se dispersara totalmente en el medio. La liberación del API aumentó gradualmente y al 
final del estudio (90 min en el medio básico) el porcentaje de liberación era de aproximadamente el 63%. 
 15 

 Cápsulas con recubrimiento entérico Cápsulas sin recubrimiento   
Tiempo 
(min) 

24 en disolución 
(n=3) (% de la 
cantidad dosificada) 

Desv. est. 24 en disolución 
(n=3) (%de la 
cantidad dosificada) 

Desv. est. pH 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 
30 0,0 0,0 4,6 1,1 1,0 
60 0,0 0,0 7,3 2,1 1,0 
75 5,0 3,3 12,0 3,7 6,8 
90 17,2 7,1 9,5 4,7 6,8 
105 30,3 6,2 11,8 3,1 6,8 
120 41,2 6,1 17,7 4,1 6,8 
150 63,2 4,9 12,2 0,9 6,8 

 
Estos datos respaldan la hipótesis de que las cápsulas con recubrimiento entérico aumentan la cantidad de 
sangliferina disponible en el compartimento intestinal, y por tanto pueden mejorar la biodisponibilidad oral y/o reducir 
la variabilidad de análogos de sangliferina cuando se administran en dosis a pacientes. 
 20 
Ejemplo 24 - Datos biológicos – comparación de la farmacocinética in vivo en perros o pacientes humanos tras la 
administración de dosis orales de comprimidos con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico 
 
Se llena 24 en comprimidos o cápsulas con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico, opcionalmente con 
excipientes para ayudar a la solubilidad y/o permeabilidad intestinal. Después se administran dosis de 2 mg/kg de 24 25 
en cada forma (con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico) a grupos de 3 pacientes humanos o perros 
Beagle sometidos a exposición previa dentro de un entorno de ensayo clínico regulado. Se extraen muestras de 
sangre tras 0, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas, y se calcula la concentración de 24 en sangre completa 
mediante CL-EM/EM usando hidroximacrociclo como patrón interno. Después se calcula el AUCúltima para cada 
comprimido. Se espera que la biodisponibilidad oral sea superior en el grupo al que se le administran dosis de 30 
comprimidos con recubrimiento entérico y/o se espera que la variabilidad entre animales/pacientes sea menor en el 
grupo al que se le administran dosis de comprimidos con recubrimiento entérico. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Forma de dosificación farmacéutica para administración oral que comprende una sangliferina como principio 
activo en la que el principio activo de sangliferina está protegido frente a degradación ácida proporcionando 
una capa de recubrimiento entérico, siendo dicho recubrimiento entérico estable en el entorno ácido del 5 
estómago, y adaptado para liberar el principio activo en el entorno de pH superior del intestino delgado, y 
en la que el principio activo de sangliferina se selecciona de 
 
A. un compuesto de fórmula (X) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 10 

 
 
en la que R1 representa un resto orgánico y R2 representa un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente 
sustituido; incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el 
que se forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 15 
 
B. un compuesto de fórmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 

 
 20 
en la que: 
 
el resto X1 representa -OR1, -NR1R2 o R3; 
 
R1, R2 y R3 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 25 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo 
monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1, R2 y R3 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo 30 
están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 
1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de R1, R2 y R3 están opcionalmente sustituidos por 
carbonilo; 
 
o R1 y R2 están unidos de tal manera que NR1R2 representa un anillo heterocíclico saturado o insaturado 35 
que contiene el átomo de nitrógeno especificado y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo 
están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo adicional seleccionado de O, N y S(O)p en el que p 
representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente 
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sustituidos por carbonilo y el anillo heterocíclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o 
heteroarilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1, R2 y R3 pueden estar opcionalmente sustituidos 
con uno o más átomos de halógeno; 5 
 
o R1 y/o R2 representa hidrógeno; 
 
R9 representa H u OH; 
 10 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R9 representa 
H; 
 
R4, R5, R6, R7 y R8 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo o alquilo en la que uno o más 
átomos de carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo 15 
seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de 
dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar 
opcionalmente sustituido con uno o más átomos de halógeno; 
 
X2, X3, X4, X5 y X6 representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos 20 
grupos representa N el sustituyente unido está ausente; 
 
con la condición de que cuando todos de R4, R6, R7 y R8 representan H y todos de X2, X3, X4, X5 y X6 
representan C, entonces R5 no puede representar OH, -O-alquilo u -O(CO)-alquilo; 
 25 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se 
forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
 
C. compuesto 24 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 30 

 
 
D. un compuesto de fórmula (II) o (III) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 

35 
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en la que: 
 
R1, R2, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que uno 5 
o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo 
seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de 
dicho grupo alquilo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar 
opcionalmente sustituido con uno o más átomos de halógeno; 
 10 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos 
grupos representa N el sustituyente unido está ausente; 
 
con la condición de que cuando todos de R1, R3, R4 y R5 representan H y todos de X1, X2, X3, X4 y X5 
representan C, entonces R2 no puede representar OH; 15 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, 
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal 
mediante la combinación del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
 20 
E. un compuesto de fórmula (IV) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 

 
 
en la que: 25 
 
X representa CH2 o CO 
 
R1 y R2 representan independientemente hidrógeno; o un grupo alquilo o alquenilo que pueden estar 
opcionalmente unidos para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de 30 
nitrógeno mostrado y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos 
por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más 
átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; o uno de R1 y R2 representa 
-alquilarilo, -alquenilarilo, -alquilheteroarilo o -alquenilheteroarilo y el otro representa H, alquilo o alquenilo; 
 35 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se 
forma un cetal mediante la combinación del ceto en C-53 y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol; 
 
F. un compuesto de fórmula (V) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 40 
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en la que: 
 
R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, 5 
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o 
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o 
heteroarilo monocíclico; 
 
o R1 representa hidrógeno; 10 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; 
 15 
siempre que R1 no represente metilo o -CHMe2; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 pueden estar opcionalmente sustituidos con uno 
o más átomos de halógeno; 
 20 
R3 representa H o (CO)x-alquilo; 
 
R4 representa H u OH; 
 
R5 representa H, OH o =O; 25 
 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa 
H; y 
 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa 30 
H; 
 
x representa 0 ó 1; 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, 35 
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal 
mediante la combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
 
G. un compuesto de fórmula (VI) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 40 
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en la que: 
 
R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, 5 
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o 
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monocíclico o 
heteroarilo monocíclico; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de R1 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo están 10 
opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 
salvo porque el átomo adyacente al grupo carbonilo al que está unido R1 no es O ni N y en la que uno o 
más átomos de carbono de R1 están opcionalmente sustituidos por carbonilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 pueden estar opcionalmente sustituidos con uno 15 
o más átomos de halógeno; 
 
R3 representa H o (CO)x-alquilo; 
 
R4 representa H u OH; 20 
 
R5 representa H, OH o =O; 
 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa 
H; y 25 
 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa 
H; 
 
x representa 0 ó 1; 30 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, 
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal 
mediante la combinación del ceto en C-53 (si está presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol; 
 35 
H. un compuesto de fórmula (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
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en la que: 
 
R1 y R2 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, 
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, 5 
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo 
monocíclico o heteroarilo monocíclico; 
 
o R1 representa hidrógeno; y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 que no son parte de un 
grupo arilo o heteroarilo están opcionalmente sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p 10 
en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de R1 y/o R2 están opcionalmente 
sustituidos por carbonilo; 
 
o R1 y R2 están unidos para formar un anillo heterocíclico saturado o insaturado que contiene el átomo de 
nitrógeno mostrado y en la que uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente 15 
sustituidos por un heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en el que p representa 0, 1 ó 2 y en la que 
uno o más átomos de carbono de dicho anillo están opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo 
heterocíclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o heteroarilo; 
 
y en la que uno o más átomos de carbono de un grupo R1 y/o R2 pueden estar opcionalmente sustituidos 20 
con uno o más átomos de halógeno; 
 
R3 representa H,-(CO)x-alquilo; 
 
R4 representa H u OH; 25 
 
R5 representa H, OH o =O; 
 
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa 
H; y 30 
 
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace R5 representa 
H; 
 
x representa 0 ó 1; 35 
 
incluyendo cualquier tautómero del mismo; o un isómero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, 
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal 
mediante la combinación del ceto en C-53 (si está presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol. 
 40 

2. Forma de dosificación farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el principio activo está particulado y 
el recubrimiento entérico se aplica a las partículas de principio activo. 
 

3. Forma de dosificación farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el principio activo está en forma de 
un granulado, y el recubrimiento entérico se aplica a los gránulos de principio activo. 45 
 

4. Forma de dosificación farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el principio activo se recubre sobre 
una perla y el recubrimiento entérico se aplica a la perla recubierta. 
 

5. Forma de dosificación farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el principio activo está contenido 50 
dentro de una cápsula, estando dicha cápsula dotada de un recubrimiento entérico. 
 

6. Forma de dosificación farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el principio activo está contenido 
dentro de un comprimido, estando dicho comprimido dotado de un recubrimiento entérico. 
 55 

7. Forma de dosificación farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el 
tratamiento de infecciones virales, especialmente infecciones por virus de ARN, tales como infección por 
VHC o VIH, o para su uso como agente antiinflamatorio o para la profilaxis de rechazo de trasplante de 
órgano, mediante administración oral. 

60 
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