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Agentes antifingicos y sus usos
Descripcion
Antecedentes de la Invencién
Esta invencion se refiere al campo del tratamiento de infecciones fungicas.

La necesidad de nuevos tratamientos antifingicos es significativa, y es especialmente critica en el campo
médico. Los pacientes inmunocomprometidos constituyen quizas el mayor reto para la atencion médica moderna.
Durante las ultimas tres décadas ha habido un aumento dramatico en la frecuencia de infecciones fungicas en estos
pacientes (Herbrecht, Eur. J. Haematol., 56: 12, 1996, Cox et al., Curr. Opin. Infect. Dis. 6: 422, 1993, Fox, ASM
News, 59: 515, 1993). Las micosis profundas se observan cada vez mas en pacientes sometidos a trasplantes de
érganos y en pacientes que reciben quimioterapia agresiva contra el cancer (Alexander et al., Drugs, 54: 657, 1997).
Los patégenos mas comunes asociados con las infecciones fungicas invasivas son la levadura oportunista, Candida
albicans y el hongo filamentoso, Aspergillus fumigatus (Bow, Br. J. Haematol., 101: 1.1998, Wamock, J. Antimicrob,
Chemother., 41 : 95, 1998). Hay unos 200.000 pacientes por afio que adquieren infecciones fungicas nosocomiales
(Beck-Sague et al., J. Infect. Dis., 167: 1247, 1993). También se suma al aumento en el nimero de infecciones
fungicas la aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), donde virtualmente todos los pacientes
se ven afectados con alguna forma de micosis durante el curso de la enfermedad (Alexander et al., Drugs, 54: 657,
1997, Hood et al., J. Antimicrob, Chemother., 37:71, 1996). Los organismos mas comunes encontrados en estos
pacientes son Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii y C. albicans (HIV/AIDS Surveillance Report, 1996,
7(2), Edicion Fin de Afo, Polis, MA et al., SIDA: Biologia, Diagnosis, Tratamiento y Prevencion, cuarta edicion,
1997). Nuevos patégenos fungicos oportunistas como Penicillium marneffei, C. krusei, C. glabrata, Histoplasma
capsulatum y Coccidioides immitis se estan reportando con regularidad en pacientes inmunocomprometidos en todo
el mundo.

El desarrollo de regimenes de tratamiento antimicético ha sido un desafio continuo. Los farmacos
actualmente disponibles para el tratamiento de infecciones fungicas incluyen anfotericina B, un macrdélido polieno
que interactda con esteroles de membrana fungica, flucitosina, fluoropirimidina que interfiere con la proteina flngica
y la biosintesis de ADN y una variedad de azoles (por ejemplo, cetoconazol, itraconazol y fluconazol ) que inhiben la
biosintesis fungica de membrana-esterol (Alexander et al., Drugs, 54: 657, 1997). Aunque la anfotericina B tiene una
amplia gama de actividad y se considera como el "patrén oro" de la terapia antifungica, su uso es limitado debido a
reacciones relacionadas con la infusién y nefrotoxicidad (Wamock, J. Antimicrob. Chemother., 41:95, 1998 ).
También el documento W0O9608507 describe compuestos aza ciclohexapeptidicos que tienen estructuras quimicas
relacionadas. Dichos compuestos tienen actividad antifungica. El uso de flucitosina también es limitado debido al
desarrollo de microbios resistentes y su estrecho espectro de actividad. El uso generalizado de azoles esta
causando la aparicién de cepas clinicamente resistentes de Candida spp. Debido a los problemas asociados con los
tratamientos actuales, existe una continua busqueda de nuevos tratamientos.

Cuando la caspofungina echinocandina fue aprobada para la venta en 2001, representd la primera nueva
clase de agentes antifingicos que se aprobd en mas de una década. Desde entonces, otros dos antifingicos de la
equinocandina, la anidulafungina y la micafungina, han sido aprobados en varios mercados. Cada agente en esta
clase de compuesto actua por inhibicion de (-1, 3-glucano sintasa, que es una enzima clave en la sintesis de
glucano en la pared celular de muchos hongos. Los tres de estos farmacos se hacen semisintéticamente,
comenzando con productos naturales obtenidos por fermentacion.

Las equinocandinas son un amplio grupo de agentes antifiungicos que tipicamente estan compuestos por un
hexapéptido ciclico y una cola lip&fila, la Ultima de las cuales esta unida al nucleo hexapéptido a través de un enlace
amida. Aunque muchas equinocandinas son productos naturales, los miembros clinicamente relevantes de esta
clase han sido todos derivados semisintéticos. Aunque las equinocandinas de origen natural poseen cierto grado de
actividad antifingica, no han sido adecuadas como agentes terapéuticos, principalmente debido a su baja solubilidad
acuosa, potencia insuficiente y/o accion hemolitica. Las equinocandinas aprobadas son los productos de intensos
esfuerzos para generar derivados que mantienen o mejoran la inhibicion de la glucano sintasa, pero no causan los
efectos hemoliticos. Como agentes terapéuticos, son compuestos atractivos en términos de sus semividas
sistémicas, grandes ventanas terapéuticas, perfiles de seguridad y relativa falta de interacciones con otros farmacos.
Desafortunadamente, la pobre solubilidad acuosa y la mala absorcion intestinal de estos compuestos los han
relegado a la administracion por infusion intravenosa. Aunque los pacientes que reciben estos farmacos a menudo
son hospitalizados con infecciones graves, la posibilidad de transicion de los pacientes de la administracion
intravenosa en un entorno hospitalario a la administracion oral en un hogar seria muy conveniente, especialmente
teniendo en cuenta el curso del régimen suele exceder de 14 dias. Ademas, una equinocandina oral puede expandir
el uso de esta clase de farmacos para incluir pacientes que presentan infecciones fungicas leves.

Resumen de la Invencion

La presente invencion presenta derivados de antifingicos de equinocandina que pueden tener una
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solubilidad acuosa incrementada. Mas especificamente, la invencidon presenta compuestos de clase de
equinocandina que han sido modificados de tal manera que pueden exhibir (i) actividad contra una o mas especies o
géneros fungicos; (ii) mayor solubilidad y/o anfifilicidad acuosa; (iii) tener un indice terapéutico aumentado; (iv)
idoneidad para la administracion topica; (v) idoneidad para la administracion intravenosa; (vi) tener un mayor
volumen de distribucién; y/o (vii) tienen una semivida de eliminaciéon aumentada.

La invencion se refiere a compuestos de férmula:

HO'

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
La presente descripcion también incluye compuestos de formula (1):

R' oH
Ho
NH i
N
>—2=0 HN
o;2_<'

.. NH

.

En la formula (I), R' es O(CH,CH,0),CH,CH.Xy, O(CH2CH;CH0),CHCHoXs, NHCHLCHXo,
NH(CH2CH20)mCH2CH2X2,NH(CH2CH,>CH20), CH2CH2X5,NH(CH2CH»0),CH2CH2X3,NH(CH2CH,CH,0),CH>CH:X3,
NHCH2CH2X4,NH[CH2(CH:)20]sCH{CH2[OCH2(CH>)c]sXs}2,0[CH2(CHz2)a0]sCH{CH2[OCH2(CH2)c]aXs}>,
NH(CH2CH,NH),CH2CH2X5, NHCH2(CH2)qXs, 6 OCH(CHz)Xs; RT es n-pentilo, sec-pentilo 6 iso-penty; X is NHy,
NHRA!, NRATRA?2, NRATRA2RA3, 6 NHCH(CH2)\Z1; X2 es OH, ORB!, 6 OCHz(CH2)Z1; X3 es NHz, NHR®', NRC'R®2, o
NRC'RC?R®3, 6 NHCH,(CHz)Z1; X4 es NRP'RP?2RP? 6 NHCH,(CH,)\Zs; cada Xs se selecciona independientemente
entre OH, ORF', NH,, NHRE', NRE'RF2, NRE'RE?2RE3, OCH2(CH).Z1, y NHCH2(CH.),Z1; Xs se selecciona entre
NRF'RF2RF3 ¢ Z4; a es un numero entero de 1 a 2; b es un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); c es un
numero entero de 1 a 2; d es un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1,2, 0 3); n es un numero enterode 1a 5
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); m es un nimero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); p es un nimero entero de 1

a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); r es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); g es un ndmero entero
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de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); v es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); cada uno de RA!, RA2, RA3,
RB1, R, R®2, R®3, RP' RP2 RDP3 RE! RE2 RE3 RF! RF2 y RF se selecciona independientemente entre CHs,
CH>CHjs, CH2,CH>CHa;, and CH(CHzs),; Z1 se selecciona entre:

R & B L

R% N 7A

R22A
R2OA 'L
N N
R Ny ren [ j '
; iy '
! ‘N
'111'/ \R’” ) ’ ’
\nwnane NN

y cada uno de R1A, R2A, R3a, R4A, R5A, R6A, R7A, RsA, R9A, R10A, R11A, R12A; R13A) R14A) R15A, R16A, R17A, R18A,

R19A, R20A, R21A y R22A se selecciona independientemente entre H, CHz, CH,CH 3, CH>CH;CHs;, and CH(CHs),, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En ciertas realizaciones, el compuesto de férmula (1) se describe adicionalmente mediante la férmula (la):

(Ta).

En formula (la), R' es O (CH2CH20),CH2CH2Xs, O(CH2CH,CH20),CH2CH2X1, NHCH2CH2Xo,
NH(CH2CH20)mCH2CH2X2, NH(CH2CH2CH20 )m CH2CH2 X2, NH(CH2CH20),CH2CH2 X,
NH(CH2CH2CH20)p,CH2CH2X3,NHCH2CH2X4,NH[CH2(CH2)aO]s CH{CH2[OCH2(CH2)c]aXs}2,
O[CH2(CHz2)sOJsCH{CHo[OCH2(CH2) cleXsk2, NH(CH 2CHoNH),CH 2CHoXs, NHCH2(CH2)qXs, 6 OCH2(CHz)oXs; RT es
n-pentilo, sec-pentilo o iso-pentilo; X1 es NHz, NHRA', NRATRA?2 6 NRA'RA2RA3: X, es OH 6 ORB'; X3 es NH, NHR®?,
NRCTRC2, § NRC'RC2RC3; X, is NRP'RP?RP3; cada Xs es independientemente seleccionada entre OH, ORE', NHj,
NHRE', NRE'RE2, and NRE'RE2RE3; X es seleccionada entre NRF'RF2RF3: a es un numero entero de 1 a 2; b es un

namero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); c es un nimero entero de 1 a 2; d es un nimero entero de 0 a 3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2645074 T3

(por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); n es un niumero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 0 5); m es un nimero entero de 1 a
5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); p es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); r es un ndmero entero de
1 a5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); q es un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); y cada de RA!, RA2, RA3,
RB1, RC!, RC2, RC3, RP' RP? RDP3 RE' RE2 RE3 RF! RF?2 y RF es, independientemente, seleccionado entre CHs,
CH»CHjs, CH2.CH>CHs;, y CH(CH 3), 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En realizaciones particulares
de los compuestos de formula (1) y (Ia), uno de X1, X3, X4, and Xs es seleccionado entre N(CHs)s* y N(CH2CH3)3*. En
ciertas realizaciones de los compuestos de formula (1) y (la), R' es NHCH[CH2CH2N(CHs)s*]2,
NHCH>CH,OCH[CH2CH2N(CHz)3*]2, 6 NHCH>CH,OCH[CH>CH2N(CHz3)3*][CH2CH.OCH,CH,OH].

En aun otras realizaciones, el compuesto de formula (l) se describe adicionalmente mediante la férmula

(Ib):

(Ib).

En la formula (|b), R'es O(CH2CH20)HCH2CH2X1O(CH2CH2CH20)HCH2CH2X1, NHCH2CH2Xz,

NH(CH2CH20)m CH2CH2X2,NH(CH2CH2CH20)m CH2CH2Xo, NH(CH2CH>0)pCH,CH2Xs,
NH(CH2CH2CH20),CH2CH2X3, NHCH2CH2X4, NH[CH2(CH3):0]sCH{CH2[OCH2(CHz)c]aXs}2,
O[CHz(CHz)aO]bCH{CHz[OCHz(CHz)C]dX5} 2, NH(CH2CH2NH) 2CH2CH2X5, NHCHz(CHz)qu,, o OCHz(CHz)qu,; RT es n-
pentilo, sec-pentilo o iso-pentilo; X; es NHCH2(CHz).Z1; X2 es OCH 2(CH2)Z1; X3 es NHCH 2(CH 2).Z1; X4 es
NHCH2(CH2)\Z+; cada Xs es independientemente seleccionado entre OCHy(CH2)\Z1 y NHCH2(CH3)Z1; X6 €s Z1; a es
un numero entero de 1 a 2; b es un niumero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); ¢c es un numero entero de 1 a
2; d es un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); n es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
0 5); m es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); p es un nimero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1,

2,3, 4 6 5); res un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); g es un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo,
1, 2, 0 3); v es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, o 3); Z1 se selecciona de:

. RSA . N/Rm
\>7Ru }RBA : \\ ’ \N
\RaA LLH.,

R11A

Qw X
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RZ2A

| : (Nj
! Nj .. ; | y ' N ;
‘11( \R19A - - ,

y cada una de R1A, R2A, R3A, R4A, R5A, R6A, R7A, RsA, R9A, R10A) R11A, R12A; R13A, R14A, R15A, R16A, R17A, R18A,

R19A, R20A, R21A y r22A es seleccionada independientemente entre H, CHs, CH.CH 3, CH2CH2CHs, y CH(CHa)2 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

R1&A

En una realizacion particular de los compuestos de férmula (1), (Ia) y (Ib), el compuesto se describe
adicionalmente mediante una de las formulas:

en donde R‘I y RT son como se describieron anteriormente.

La descripcion presenta ademas compuestos de formula (l1):

; RZ  on o
Ho Q
NH
NH
HaN N =0
\__>__ko HN OH
ch> NH 0.22_<
N—"

! (D).

En la formula (||), R2 es NH(CH2CH20)SCH2CH2X8, NH(CH2CH2CH20)SCH2CH2X8,
NH(CH2CH2NH){CH2CH2Xo, NH[CH2(CH2)aOloCH(CH2[OCH2(CH2)c]aXg)2, O[CH2(CH2)a0]sCH{CH 2[OCH2(CH2)c]aXo}2,
NHCHz(CHz)uXm, o) OCHz(CHz)uXm; Xa es OH, ORG1 NHz, NHRG1, NRG1RGZ, NRG1RG2RG3, OCHz(CHz)WZZ, o
NHCH(CH2)Z2; cada Xo es independientemente seleccionada entre OH, ORH!, NHRM!, NRH'RH2, NRH'RH2RH3,
OCH2(CH2)wZ2, y NHCH2(CH.)\Z2; X10 es seleccionado entre NR'"RZR® 6 Z,; a es un nimero entero de 1 a 2; b es
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un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); c es un numero entero de 1 a 2; d es un nimero entero de 0 a 3
(por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); s es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 0 5); t es un nimero entero de 1 a

5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); u es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, o 3); cada una RG1, RGZ, RG3,

RH1, RH2, RH3, RH, R|2, y R|3 es independientemente seleccionada entre CH3, CH 2CH3, CH2CH2CH 3, y

CH(CH3)2; w es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1,2, 0 3); Z2 es seleccionado entre

RSA IRIOA
/

D N I NN
\ .R ; i }RM I N/N |//N

R1A N
N v : ,
b""h e ’ Ve L""q_,

RHA § o N 14A ‘
Nu /N\ N \\ R N
> Ri2A l N I \>_Rtsn >—R‘7“
S N/ . d / o
, \HBA’ ; ;
R22A
204 I
T ; "
N N '
R18A \ \Rzm
- : oy '
i C SN N

ycada una R1A R2A R3A R4A R5A R6A R7A R8A RQA R10A R11A R12A R13A R14A R15A R16A R17A R18A R19A R20A
R?'A y R?*A es independientemente seleccionado entre H, CHj;, CH,CH3, CH,CH2CHj3, y CH(CH3)2, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En ciertas realizaciones, el compuesto de férmula (1) se describe adicionalmente mediante la formula (Ila):

CHNC

o4 (Ta).

En la formula (Ila), R2 es NH(CH2CH20)SCH2CH2X8, NH(CH2CH2CH20)SCH2CH2X8, NH(CH2CH2NH)tCH2CH
2X9, NH[CH2(CH2)s0]oCH{CH2[OCH2(CH2)c]aXga}2, O[CH2(CH2)s0],CH{CH[OCH2(CH2)c]aXo}2, NHCH2(CH2).X10, 0O
OCH2(CHz)uX10; Xg is OH, OR®' NH,;, NHRC' NRC®'R®?, or NR G'R®2R®3; cada Xy es independientemente
seleccionado entre OH, OR"!, NHRH!, NR"'R"2, and NRH'RH2RM3: X, es seleccionado entre NR'"R2RB; a es un
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ndmero entero de 1 a 2; b es un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); c es un numero entero de 1 a 2; d
es un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2, 0 3); s es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 0 5);
t es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); u es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1,2, 6 3); y
cada una de R®', R®2, R®3 RM! RM2 R RI" R and R® es independientemente seleccionado entre CHs, CH,CHj,
CH2CH,CHs, y CH(CHs)2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En realizaciones particulares de los
compuestos de formula (ll) y (lla), uno de Xs y Xo se selecciona entre N(CHs)s* and N(CH.CHs)s*. En ciertas
realizaciones del compuesto de formula (1) y (lla), R?> es  NHCH[CH2CH2N(CHs)s']2,
NHCH,CH>OCH[CH2CH2N(CHs)3*]2, or NHCH,CH>OCH[CH>CH:N(CHj3)3*][CH 2CH 2OCH>CH,0H].

En aun otras realizaciones, el compuesto de formula (l) se describe adicionalmente mediante la férmula
(llb):

(Ib).

En la formula (||b), R2 es NH(CH2CH20)SCH2CH2X8, NH(CH2CH2CH20)SCH2CH2X8,
NH(CH2CH2NH){CH2CH2Xg, NH[CH2(CH2)20]sCH{CH[OCH2(CH2)c]aXo}2, O[CH2(CH2)aOJsCH{CH2[OCH2(CH2)claXo}2,
NHCH2(CH2)uX10, 6 OCH2(CH2)uX10; Xs es OCHy(CH2)wZz 6 NHCH2(CH2)Z2; cada Xs es independientemente
seleccionado entre OCH2(CHz2)wZ2 y NHCH3(CH2)\Z2; X10 €s Z2; es un numero entero de 1 a 2; b es un ndmero
entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); c es un numero entero de 1 a 2; d es un ndmero entero de 0 a 3 (por
ejemplo, 0, 1, 2 6 3); s es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 0 5); t es un numero enterode 1 a 5
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); u es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); w es un nimero enterode 1 a 3
(por ejemplo, 1,2, 6 3); Z2 se selecciona de

‘ /R“ /R‘“
N 4A R '
\>;H2A i | N>—R6A | N\\N N\N
N ; N/ ' N/ : // ;
| ) | I S W
H"A .. . N/'\l\\ * H'GA
posys; o
25 VA U )

R20A

H""/N\('!l RZA E
§ N
%/N\R‘,A WTM N!M

ycada R1A R2A R3A R4A R5A R6A R7A R8A RQA R10A R11A R12A R13A R14A R15A R16A R17A R18A R19A R20A
R?'A and R?** es independientemente seleccionado entre H, CH3, CH2CH3, CH,CH,CH3, and CH(CH3)2 ¢ una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
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En una realizacion particular de los compuestos de formula (ll), (lla) y (llb), el compuesto se describe
adicionalmente mediante una de las formulas:

10

15

20

en la que R? es como se ha descrito anteriormente.
La descripciéon también incluye compuestos descritos por la formula (l11):

R1

X

(Im.

En la formula (|||), R1 es O(CH2CH20)HCH2CH2X1, O(CH2CH2CH20)HCH2CH2X1, NHCH2CH2X2,
NH(CH2CH20)mCH2CH2X2,NH(CH2CH2CH20)m CH2CH2X2,NH(CH2CH20),CH2CH2X3,  NH(CH2CH2CH20),CH2CH2 X3,
NHCH,CH2X4, NH[CH2(CH3)a0]sCH{CH2[OCH2(CH2)c]aXs}2, O[CH2(CH3)40],CH(CH2[OCH2(CH2)c]aXs)2,
NH(CH2CH2NH)rCH2CH2X5, NHCHz(CHz)qu,, o) OCHz(CHz)qu,; R2 es H, CH3, CHzCHzNHz, o) CHzC(O)NH 2; RT es n-
pentilo, sec-pentilo o iso-pentilo; X1 es NHz, NHRAT, NRA'RA?2, NRATRA?2RAS " 6 NHCH2(CH2)/Z1; X2 es OH, ORB!, ¢
OCH 3(CH2\Z 1; X3 is NHz, NHR €1, NRC'R®2, 6 NRC'R®2R®3, 6 NHCH2(CH 2)Z1; X4 es NRP'R P2RP3 6 NHCH ,(CH
2)Z1; cada Xs es independientemente seleccionado entre OH, ORE', NH;, NHRE! NRE'RE?2, NRE'RE2RE3
OCH(CH2)\Z1, y NHCH(CH 2)\Z1; Xs es seleccionado entre NRF'RF2RF? o Z4; a es un nimero enterode 1 a 2; b es
un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1,2, 0 3); c es un numero entero de 1 a 2; d es un nimero entero de 0 a 3
(por ejemplo, 0, 1, 2 6 3); n es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 0 5); m es un nimero entero de 1 a
5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); p es un numero entero de 1 a 5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); r es un nimero entero de
1 a5 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5); q es un numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); v es un numero entero de
1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3); cada RA!, R*?, RA3, RB! RC! RC2 RC3 RP' RP2 RP3 RE! RE2 RES RF! RF? y RF3 es
independientemente seleccionado entre CH3, CH>CH3, CH,CH>CHs, y CH(CHs3)2; Z1 es seleccionado entre:

. n RSA . ‘ RloA
R!A N\ . RAA N/ HSAv N/
| H—R2A I >¥R6A | \N
o~ . N/ 7
\ ’ N ; N ’
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RHA R“A Riea

RzoA

ng” g

Z—IJ

y cada R1A R2A R3A R4A R5A R6A R7A R8A R9A R10A R11A R12A R13A R14A R15A R16A R17A R18A R19A R20A
R?'A and R??A es independientemente seleccionado entre H, CHz, CH,CH 3, CH,CH,CHs, and CH(CH3)2, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion particular de los compuestos de férmula (lll), el compuesto se describe adicionalmente
mediante una de las férmulas:

Rl OH
_ o/
HO
. NH
R? 0

compuesto 4, el compuesto 5, el compuesto 6, el compuesto 7, el compuesto 8, el compUesto 9, el compuesto 10, el
compuesto 11, el compuesto 12, el compuesto 13, el compuesto 14, compuesto 16, compuesto 17, compuesto 18,
compuesto 19, compuesto 20, compuesto 21, compuesto 22, y sales de los mismos.

El compuesto de la invencién puede aumentar la anfifilicidad; aumento de la solubilidad acuosa (por
ejemplo, en tampo6n de acetato 0,1 M a pH 5,6); un indice terapéutico aumentado; una vida media de eliminacion
aumentada; y/o un mayor volumen de distribucion.

La invencion también incluye una composicion farmacéutica que incluye un compuesto de la invencion, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En realizaciones
particulares, la composicion farmacéutica incluye una sal de acetato o una sal de cloruro de un compuesto de la
invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse para administracion intravenosa,
tépica u oral en forma de dosificacion unitaria, o cualquier otra forma de dosificacion descrita en el presente
documento.

La invenciéon presenta ademas un método para tratar una infeccion fungica en un sujeto mediante la
administracion al sujeto de una composicion farmacéutica de la invencion en una cantidad suficiente para tratar la
infecciéon. En realizaciones particulares, la composicién farmacéutica se administra por via intravenosa o tépica. La
composicion farmacéutica puede administrarse para tratar una infeccion de flujo sanguineo, infeccion de tejido (por
ejemplo, infeccion de pulmén, rifidén o higado) en el sujeto, o cualquier otro tipo de infeccion descrito en el presente
documento. La infeccién micética que se esta tratando puede ser una infeccidon seleccionada de tinea capitis, tifia
corporis, tinea pedis, onicomicosis, perionicomicosis, pityriasis versicolor, candidosis vaginal, candidiasis vaginal,
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candidosis biliar, candidosis eosofagica, candidosis del tracto urinario, candidosis sistémica, candidosis
mucocutanea, aspergilosis, mucormicosis, paracoccidioidomicosis, blastomicosis Norteamericana, histoplasmosis,
coccidioidomicosis, esporotricosis, sinusitis fungica o sinusitis cronica. En ciertas realizaciones, la infecciéon que se
esta tratando es una infeccién por Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C.
lusitaniae, C. tropicalis, Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. terreus A. niger, A. candidus, A. clavatus o A. Ochraceus.

La invencion presenta un método para prevenir una infeccion fungica en un sujeto mediante la
administracion al sujeto de una composicion farmacéutica de la invencion en una cantidad suficiente para prevenir la
infeccion. En realizaciones particulares, la composicion farmacéutica se administra intravenosamente al menos una
vez durante un periodo de 1 a 30 dias (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 veces durante un periodo de 1 a 30 dias). Por
ejemplo, los métodos de la invencion pueden usarse para el tratamiento profilactico en sujetos que se preparan para
un procedimiento médico invasivo (por ejemplo, preparacion para cirugia, tal como recibir un trasplante, terapia de
células madre, un injerto, una protesis, recibir tratamiento a largo plazo o cateterizacion intravenosa frecuente, o
recibir tratamiento en una unidad de cuidados intensivos), en sujetos inmunocomprometidos (por ejemplo, sujetos
con cancer, con VIH/SIDA, o con agentes inmunosupresores) o en sujetos sometidos a terapia antibiética a largo
plazo.

En una realizacion particular de cualquiera de los métodos de la invencion, la composicion farmacéutica
incluye el compuesto 1, o cualquier otro compuesto descrito en la presente memoria, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

La invencion también incluye un método para prevenir, estabilizar o inhibir el crecimiento de hongos o matar
hongos poniendo en contacto los hongos o un sitio susceptible de crecimiento fungico con un compuesto de la
invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Como se usa en este documento, los términos "una cantidad suficiente" y "cantidad suficiente" se refieren a
la cantidad de un farmaco requerido para tratar o prevenir una infeccion. La cantidad suficiente utilizada para
practicar la invencion para el tratamiento terapéutico o profilactico de afecciones causadas o contribuidas por una
infeccion varia dependiendo de la forma de administracion, el tipo de infeccion, la edad, el peso corporal y la salud
general del sujeto. En ultima instancia, el médico tratante o veterinario decidira la cantidad apropiada y el régimen de
dosificacion. Dicha cantidad se denomina cantidad "suficiente".

Por "infeccion fungica" se entiende la invasion de un huésped por hongos patdgenos. Por ejemplo, la
infeccion puede incluir el crecimiento excesivo de hongos que estan normalmente presentes en o sobre el cuerpo de
un sujeto o crecimiento de hongos que normalmente no estan presentes en o sobre un sujeto. Mas en general, una
infeccion por hongos puede ser cualquier situacion en la que la presencia de una poblacion de hongos es perjudicial
para un cuerpo huésped. Por lo tanto, un sujeto sufre de una infeccion por hongos cuando esta presente una
cantidad excesiva de una poblacién de hongos en o sobre el cuerpo del sujeto o cuando la presencia de una
poblacién de hongos esta dafiando las células u otro tejido del sujeto.

Por "anfifilicidad aumentada" se entiende un aumento en la solubilidad de un compuesto de la invencién
tanto en agua (tampon de acetato 0,1 M a pH 5,6) como en glicerol en comparacion con el compuesto de
equinocandina parental (es decir, compuestos de formula (l), (por ejemplo, los compuestos de formula (ll), (lla) y
(Ilb) pueden tener una anfifilicidad aumentada en comparacién con la caspofungina, y los compuestos de formula
(1) pueden tener una mayor anfifilicidad en comparacion con la anidulafungina tienen una anfifilicidad aumentada en
comparacion con la micafungina).

Por "semivida de eliminacién aumentada" se entiende un aumento en la semivida de eliminacion (por
ejemplo, como se observé en un estudio de PK como se describe en el Ejemplo 24) para un compuesto de la
invencion en comparacion con el compuesto de equinocandina parental (es decir, de formula (1), (Ia) y (Ib) pueden
tener una semivida de eliminacion aumentada en comparacion con la anidulafungina; los compuestos de formula (11),
(lla) y (Ilb) pueden tener una semivida de eliminacion aumentada en comparaciéon con la caspofungina; y los
compuestos de formula (lll) pueden tener una semivida de eliminacion aumentada en comparacion con la
micafungina) administrada en las mismas condiciones (por ejemplo, con los mismos vehiculos y otros excipientes
inactivos y por la misma ruta). Los compuestos de la invencién pueden presentar una semivida de eliminacion de al
menos 25%, 50%, 100%, 200% o 300% mas larga que el compuesto de la clase de equinocandina madre
correspondiente.

Por "mayor volumen de distribucion" se entiende un aumento en el volumen de distribucion (por ejemplo,
como se observé en un estudio de PK como se describe en el Ejemplo 24) para un compuesto de la invencion en
comparacion con el compuesto de equinocandina parental (es decir, (1), (Ia) y (Ib) pueden tener un volumen de
distribucion aumentado en comparacion con la anidulafungina; los compuestos de férmula (1), (Ha) y (llb) pueden
tener un volumen de distribucion aumentado en comparacion con la caspofungina; y los compuestos de formula (I11)
pueden tener un volumen de distribucion aumentado en comparacion con la micafungina) administrada en las
mismas condiciones (por ejemplo, con los mismos vehiculos y otros excipientes inactivos y por la misma ruta). Los
compuestos de la invencion pueden presentar al menos un 25%, un 50%, un 100%, un 200% o un 300% mas de
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volumen de distribucion que el correspondiente compuesto de clase de equinocandina madre.

Por "aumento del indice terapéutico" se entiende un aumento en la relacion de la dosis letal media (DL50) a
la dosis efictiva media (ED50) (por ejemplo, observada usando un modelo de infeccién por raton) para un compuesto
de la invencion en comparacion con el compuesto de equinocandina de origen (es decir, los compuestos de formula
(), (Ia) y (Ib) pueden tener un indice terapéutico aumentado en comparacioén con la anidulafungina; los compuestos
de férmula (ll), (Ila) y (lIb) pueden tener un indice terapéutico aumentado en comparacion con la caspofungina; y los
compuestos de formula (lll) pueden tener un indice terapéutico aumentado en comparacion con la micafungina)
administrada en las mismas condiciones (por ejemplo, con los mismos vehiculos y otros excipientes inactivos y por
la misma ruta). Los compuestos de la invencion pueden presentar al menos 25%, 50%, 100%, 200% o 300% mas de
indice terapéutico que el compuesto de la clase de equinocandina madre correspondiente. Por ejemplo, los
compuestos de la invencion pueden exhibir semividas circulantes extendidas in vivo, permitiendo que se logre una
eficacia similar a dosis menores para el compuesto de la invencién en comparacién con el compuesto de
equinocandina madre.

Como se usa en la presente memoria, el término "tratar" se refiere a la administracion de una composicién
farmacéutica con fines profilacticos y/o terapéuticos. "Prevenir la enfermedad” se refiere al tratamiento profilactico de
un sujeto que aun no esta enfermo, pero que es susceptible o esta en riesgo de padecer una enfermedad en
particular. "Tratar la enfermedad" o usar para "tratamiento terapéutico" se refiere a administrar el tratamiento a un
sujeto que ya padece una enfermedad para mejorar o estabilizar la condicién del sujeto. Por lo tanto, en las
reivindicaciones y realizaciones, el tratamiento es la administracion a un sujeto ya sea con fines terapéuticos o
profilacticos.

El término "forma de dosificacion unitaria" se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosis unitarias, tales como una pildora, tableta, comprimido, capsula dura o capsula blanda, conteniendo cada
unidad una cantidad predeterminada de un farmaco. Por "capsula dura" se entiende una capsula que incluye una
membrana que forma un recipiente de dos partes en forma de capsula capaz de transportar una carga util sélida o
liquida de farmaco y excipientes. Por "capsula blanda" se entiende una capsula moldeada en un solo recipiente que
lleva una carga util liquida o semisélida de farmaco y excipientes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada, los dibujos y las reivindicaciones.

Dibujos

La Figura 1 es una tabla de valores de MEC y MIC frente a Aspergillus spp. obtenido usando los métodos
descritos en el Ejemplo 25. La Figura 2 es una tabla de valores de MIC frente a Candida spp. a las 24 y 48 horas
obtenidas usando los métodos descritos en el Ejemplo 26.

Las Figuras 3A y 3B son cromatogramas de HPLC de fase inversa de una mezcla de anidulafungina y
isdbmeros del compuesto 1 (Figura 3A) y una muestra purificada del compuesto 1 (Figura 3B). Los cromatogramas se
obtuvieron utilizando el método descrito en el Ejemplo 30.

Descripcion Detallada

La invencion presenta compuestos de clase de equinocandina que han sido modificados de tal manera que
pueden exhibir (i) actividad contra una o mas especies o géneros fungicos; (ii) mayor solubilidad y/o anfifilicidad
acuosa; (iii) tener un indice terapéutico aumentado; (iv) idoneidad para la administracion topica; (v) idoneidad para la
administracion intravenosa; (vi) tener un mayor volumen de distribucion; y/o (vii) tienen una semivida de eliminacion
aumentada.

Sintesis

Los compuestos de la invencion se pueden sintetizar, por ejemplo, tal como se describe en los ejemplos,
acoplando compuestos de clase equinocandina funcionalizados o no funcionalizados con los grupos acilo, alquilo,
hidroxilo y/o amino apropiados bajo condiciones de reaccion estandar.

Tipicamente, los compuestos de la clase de equinocandina semisintéticos de la invencion se pueden hacer
modificando el andamio de equinocandina que se produce de forma natural. Por ejemplo, la neumocandina By se
prepara mediante reacciones de fermentacion; donde la fermentacion y los caldos mixtos producen una mezcla de
productos que luego se separan para producir la neumocandina By, que se utiliza en la sintesis de caspofungina
(véase la patente de los Estados Unidos niumero 6.610.822, que describe la extraccion de los compuestos de clase
echinocandina, tales como la neumocandina By, WF 11899 y equinocandina B mediante la realizacion de varios
procedimientos de extraccion, y véase la Patente de Estados Unidos N° 6.610.822, que describe métodos para
purificar los extractos brutos).
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Para aproximaciones semisintéticas a los compuestos de la invencion, la estereoquimica del compuesto
sera dictada por el material de partida. Por lo tanto, la estereoquimica de los derivados de equinocandina no
naturales tendra tipicamente la misma estereoquimica que la troquelacion de equinocandina natural (la
estereoquimica representativa se representa en los ejemplos) de la que se derivan. Por consiguiente, cualquiera de
los compuestos mostrados a continuacion anidulafungina, caspo-fungin o micafungina se puede usar como material
de partida en la sintesis de los compuestos de la invencién que comparten la misma configuracion estereoquimica
en cada uno de los residuos de aminoacidos encontrados en el compuesto natural.

Por consiguiente, los compuestos de clase echinocandina de la invencion pueden derivarse de los
antifingicos de péptidos ciclicos que se producen cultivando diversos microorganismos.

Los compuestos de la invencion se pueden sintetizar, por ejemplo, utilizando los métodos descritos en los
ejemplos.

Los compuestos de la descripcion pueden utilizarse también como materiales de partida en la sintesis de
los compuestos de formula (Ib) y (lIb). Por ejemplo, se pueden usar compuestos de terminacién de amina para
preparar derivados de guanidina. La conversion de grupos amino en grupos guanidina puede llevarse a cabo
utilizando protocolos sintéticos estandar. Por ejemplo, Mosher ha descrito un método general para preparar
guanidinas monosustituidas por reaccion de acido aminoiminometil-anesulfénico con aminas (Kim, K., Lin, Y.-T.
Mosher, HS Tetrahedron Lett. 29: 3183, 1988). Un método mas conveniente para la guanilacién de aminas primarias
y secundarias fue desarrollado por Bernatowicz empleando hidrocloruro de 1H-pirazol-1-carboxamidina; 1-H-pirazol-
1-(N, N'-bis(terc-butoxicarbonil) carboxamidina, o 1-H-pirazol-1-(N, N'bis(benciloxicarbonil) carboxamidina. Estos
reactivos reaccionan con aminas para dar guanidinas monosustituidas (véase Bernatowicz et al., J. Org. Chem. 57:
2497, 1992 y Bernatowicz et al., Tetrahedron Lett., 34: 3389, 1993). Ademas, se ha demostrado que las tioureas y
las S-alquil-isotioureas son intermediarios Utiles en las sintesis de guanidinas sustituidas (Poss et al., Tetrahedron
Lett., 33: 5933, 1992). Los compuestos de formula (Ib) y (llb) que incluyen un anillo heterociclico pueden
sintetizarse, por ejemplo, acoplando un heterociclo sustituido con hidroxialquilo o aminoalquilo con un compuesto de
equinocandina de origen utilizando los métodos de acoplamiento descritos en los ejemplos.

Terapia y Formulacion

La invencion presenta composiciones y métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién asociada
con una infeccién fungica (por ejemplo, una infeccion por levaduras) administrando un compuesto de la invencion.
Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse por cualquier via apropiada para el tratamiento o
prevencion de una enfermedad o afeccién asociada con una infeccién por hongos. Estos pueden administrarse a
seres humanos, animales de compafiia domésticos, ganado u otros animales con un diluyente, portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Cuando se administran por via oral, éstas pueden estar en forma de dosificacion
unitaria, o en forma de dosificacién oral liquida. La administracién puede ser tépica, parenteral, intravenosa,
intraarterial, subcutanea, intramuscular, intracraneal, intraorbitaria, oftalmica, intraventricular, intracapsular,
intraespinal, intracistémica, intraperitoneal, intranasal, aerosol, por supositorios 0 administracion oral.

Las formulaciones terapéuticas pueden estar en forma de soluciones o suspensiones liquidas; para
formulaciones de administracion oral en forma de tabletas o capsulas, jarabes o formas de dosificacion liquidas
orales; formulaciones intranasales, en forma de polvos, gotas nasales; formulado como gotas para los oidos;
formulados como aerosoles, o formulados para administracion tépica, tales como una crema o una pomada.

Métodos bien conocidos en la técnica para preparar formulaciones se encuentran, por ejemplo, en
"Remington: The Science and Practice of Pharmacy" (20% ed., A. A. Gennaro, 2000, Lippincott Williams & Wilkins).
Las formulaciones para administracion parenteral pueden contener, por ejemplo, excipientes, agua estéril o solucién
salina, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal o naftalenos hidrogenados. Las
formulaciones para inhalacion pueden contener excipientes, por ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones acuosas
que contienen, por ejemplo, éter de polioxietilen-9-laurilo, glicolato y desoxicolato, o pueden ser soluciones oleosas
para administracion en forma de gotas nasales o gel. La concentracion del compuesto en la formulacion variara
dependiendo de un numero de factores, incluyendo la dosificacion del farmaco a administrar, y la via de
administracion.

El compuesto o combinacion se puede administrar opcionalmente como una sal farmacéuticamente
aceptable, tal como sales de adicién de acido; sales metalicas formadas por la sustitucién de un protén acido con un
metal, tal como sales alcalinas o alcalinotérreas (por ejemplo, sales de sodio, litio, potasio, magnesio o calcio); o
complejos metalicos que se usan comunmente en la industria farmacéutica. Ejemplos de sales de adicion de acidos
incluyen acidos organicos tales como acidos acético, lactico, pamoico, maleico, citrico, malico, ascérbico, succinico,
benzoico, palmitico, subérico, salicilico, tartarico, metanosulfénico, toluenosulfénico o trifluoroacético; acidos
poliméricos tales como acido tanico y carboximetilcelulosa; y acido inorganico tal como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico. Los complejos metalicos incluyen zinc, hierro, entre otros.

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen el ingrediente(s) activo(s) en una
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mezcla con excipientes no toxicos farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo,
diluyentes o cargas inertes (por ejemplo sacarosa y sorbitol), agentes lubricantes, deslizantes y antiadhesivos (por
ejemplo, estearato de magnesio, estearato de zinc, acido estearico, silices, aceites vegetales hidrogenados o talco).
Las formulaciones para uso oral también pueden proporcionarse en forma de dosificaciéon unitaria como tabletas
masticables, tabletas, comprmidos o capsulas (es decir, como capsulas de gelatina dura en las que el ingrediente
activo se mezcla con un diluyente sélido inerte o como capsulas de gelatina blanda en las que el ingrediente activo
se mezcla con agua o un medio de aceite).

Los compuestos de la invencion se pueden formular con excipientes que mejoran la biodisponibilidad oral
del compuesto. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden formularse para administracion oral con acidos
grasos de cadena media (C8 a C12) (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo), tales como acido caprico,
acido caprilico, acido laurico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una mezcla de los mismos. La
formulacion puede incluir opcionalmente un alcohol de alquilo de cadena media (C8 a C12), entre otros excipientes.
Alternativamente, los compuestos de la invencidon se pueden formular para la administracién oral con uno o mas
sacaridos de alquilo de cadena media (por ejemplo, beta-D-maltosidos de alquilo (C8 a C14), beta-D-gulésidos de
alquilo (C8 a C14), octil beta-D-maltosido, beta-D-maltosirésido de octilo, beta-D-maltosido de decil, beta-D-
maltosido de tetradecilo, beta-D-glucésido de octilo, beta-D-glucopiranosido de octilo, beta-D-glucésido de decil,
dodecil beta Beta-D-glucésido) y/o ésteres de azlucares de cadena media (por ejemplo, monocaprato de sacarosa,
mono-caprilato de sacarosa, monolaurato de sacarosa y monotetradecanoato de sacarosa).

Las formulaciones se pueden administrar a sujetos humanos en cantidades terapéuticamente eficaces. Las
gamas de dosis tipicas son de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 800 mg/kg, o aproximadamente
0,1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, del peso corporal por dia. La dosificacion preferida del farmaco a
administrar dependera probablemente de variables tales como el tipo y extension del trastorno, el estado general de
salud del sujeto particular, el compuesto especifico que se administra, los excipientes utilizados para formular el
compuesto y su ruta de administracion.

Los compuestos de la invencion pueden usarse para tratar, por ejemplo, tinea capitis, tinea corporis, tinea
pedis, onicomicosis, perionicomicosis, pitiriasis versicolor, candidiasis oral, candidosis vaginal, candidosis de las vias
respiratorias, candidosis biliar, candidosis eosofagica, candidosis sistémica, candidosis mucocutanea, aspergilosis,
mucormicosis, paracoccidioidomicosis, blastomicosis norteamericana, histoplasmosis, coccidioidomia cosis,
esporotricosis, sinusitis fungica y sinusitis cronica.

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una descripcion y
descripcion completa de como se realizan, fabrican y evalian los métodos y compuestos reivindicados en la
presente memoria y se pretende que sean puramente ejemplares de la invencién y no pretenden limitar el alcance
de lo que los inventores consideran su invencion.

La analitica HPLC se realizd usando las siguientes columnas y condiciones: Phenomenex Luna C18 (2), 5
mm, 100 A ', 2,03-150 mm, CH3CN 1-99% (TFA al 0,1%) en H,O (TFA al 0,1% /15 minutos. Se realizé una HPLC
preparativa de 19 3 300 mm, CH3CN/H20 varios gradientes lineales usando la siguiente columna: WatersNova -
PakHRC18,6mm, 60A, 50 y modificadores seguin sea necesario a 10 mL/min.

Las siguientes abreviaturas se usan en los ejemplos a continuaciéon: min (minutos), h (horas), mmol
(milimoles), ml (mililitro), mm (micrémetro), A '(angstrom), THF (tetrahidrofurano), DMF (dimetilformamida) , TLC
(cromatografia de capa fina), TFA (acido trifluoroacético), HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento), RP (fase
inversa), DIEA (diisopropetiletilamina), LC/MS (cromatografia liquida/espectrometria de masas) tiempo de retencion
en HPLC), C (Celsius), y FMOC (fluorenilmetiloxicarbonilo).

Ejemplo 1. Sintesis del compuesto 1.
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8

Anidulafungina (5 mg, 0,004 mmol) disuelta en DMSO anhidro (0,2 ml) fue tratada con clorhidrato de colina (13 mg,
0,093 mmol) y HCI (4 M en 1,4 - dioxano, 1,0 ml, 0,004 mmol). La solucion resultante se agitdé a temperatura
ambiente durante 2 dias y se calenté a 40°C durante ~8 h, luego se diluyé con agua y acetonitrilo y se purificdé por
HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CH3CN (TFA al 0,1%). El producto se aisl6 por liofilizacion
para dar 2,0 mg de compuesto 1 como un soélido blanco. HPLC TR 10,84 min (90%). LC/MS, ESI + m/z 1225,60 M]".

Dos protocolos sintéticos alternativos se proporcionan a continuacion.

Se suspendié anidulafungina (3,00 g, 2,63 mmol) en THF seco (5 ml) y se traté con acido fenilborénico (386
mg, 3,17 mol). La mezcla se agité hasta que todo el sélido se disolvid (~30 min) luego durante 30 min adicionales. El
THF se elimind a vacio a temperatura ambiente. El residuo se disolvi6 nuevamente en THF y se concentr6 a
sequedad y después se suspendié en CH3CN acuoso y se concentré a sequedad para eliminar el agua. El sélido
resultante y el clorhidrato de N, N-dimetiletanolamina (9,25 g, 73,6 mmol) se mezclaron en DMSO seco (10 ml) hasta
que se disolvié. La solucién viscosa transparente resultante se traté con HCI 4M en dioxano (0,33 ml). La solucién se
agitd a temperatura ambiente durante 3 dias. La reaccion se diluyé con agua (10 ml), y la solucién resultante se
afadi6 luego lentamente a una solucion de bicarbonato sédico (12,4 g, 2 eq frente a clorhidrato de amina) en 300 ml
de agua con agitacion vigorosa. El precipitado floculante resultante se aisld por centrifugacion. El sélido se triturd
entonces con 200 ml de agua para dar una suspension translicida homogénea que se separd por centrifugacion.
Los sdlidos se disolvieron en DMSO (15,0 ml) y se traté con DIEA (0,460 ml, 2,64 mmol) seguido de CH3I (0,250 ml,
4,02 mmol), y la solucién se agitd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié agua (7 ml) seguido de
metanol (7 ml) y acido acético (0,300 ml). La disolucion resultante se diluyé adicionalmente con agua (7 ml) y se
purific6 mediante HPLC RP preparativa eluyendo con CH3CN/acetato de amonio acuoso 0,05 M pH 5,0. Se
combinaron las fracciones de interés y se concentraron al vacio a 25°C, luego se liofilizaron para dar 2,33 g del
compuesto 1 en forma de un sélido blanco. HPLC TR 10,84 min (& gt; 98%). LC
IMS, ESI +/- m/z 1225,60 [M]*.

Se suspendioé anidulafungina (0,052 g, 0,046 mmol) en THF seco (~2 ml) y se tratdé con acido fenilborénico
(7 mg, 0,057 mol). La mezcla se agitd hasta que todo el soélido se disolvid (~30 min) y después durante 30 min
adicionales. El THF se eliminé a vacio a temperatura ambiente. El residuo se disolvi6 nuevamente en THF y se
concentrd a sequedad y después se suspendié en CH3CN acuoso y se concentré a sequedad para eliminar el agua.
El solido resultante a 0°C se suspendié en TFA/CH3CN al 20% (2,5 ml) y cloruro de colina tratado (0,406 g, 2,9
mmol) y se dejé calentar a temperatura ambiente. La solucion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas y
luego durante una noche a 5°C. La reaccion se concentré a vacio a temperatura ambiente y después se diluyo con
metanol y agua y se purificé mediante HPLC RP preparativa eluyendo con CH3;CN/acetato de amonio acuoso 0,05 M
pH 5,0. Las fracciones de interés se combinaron y se concentraron a vacio a 25°C, luego se liofilizaron para dar 37
mg del compuesto 1 en forma de un solido blanco. HPLC TR 10,84 min (98%). LC/MS, ESI +/- m/z 1225,60 M]".

Ejemplo 2. Sintesis del compuesto comparativo 2.
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2 -

Se traté N, N-dimetiletanolamina (9,9 ml, 0,100 mmol) en DMF anhidro con HCI (4M en 1,4-dioxano, 26,0
ml, 0,104 mmol). Se afiadié anidulafungina (5 mg, 0,004 mmol), y la solucion resultante se agité a temperatura
ambiente durante 1 dia y se calenté a 40°C durante 3 dias. Después, la reaccion se diluyd con agua y acetonitrilo y
se purifico mediante HPLC preparativa de RP eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/ CHsCN (TFA al 0,1%). El producto
se aislo por liofilizacion para dar 2,1 mg del compuesto 2 en forma de un soélido blanco. HPLC Tr 10,94 min (86%).
LC/MS, ESI+ m/z 1211.58 [M+H]*.

Ejemplo 3. Sintesis del compuesto comparativo 3.

3

Se mezclo anidulafungina (5 mg; 0,004 mmol) con hidrocloruro de N-metil-2-aminoetanol (0,1 g; 0,9 mmol).
Se afiadié DMSO anhidro (0,1 ml) y la solucién resultante se traté con HCI (4 M en 1,4-dioxano, 1,0 mL; 0,004 mmol)
y se agité a temperatura ambiente durante 4 dias. La reaccion se diluyé después con agua y se purific6 mediante
HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CH3CN (TFA al 0,1%). El producto se aislé por liofilizacion
para dar 3,1 mg del compuesto 3 en forma de un sélido blanco. HPLC Tr 10.98 min (98 %). LC/MS, ESI+ m/z
1197.57 [M+H]".

Ejemplo 4. Sintesis del compuesto comparativo 4.
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@

Se traté etanolamina (6,0 mL; 0,10 mmol) en DMF anhidra con HCI (4 M en 1,4-dioxano; 26,0 ml; 0,104
mmol). Se afiadié anidulafungina (6,4 mg; 0,0056 mmol) para dar una solucidn clara que se agité a temperatura
ambiente durante 16 dias. Después, la reaccion se diluyd con agua y acetonitrilo y se purifico6 mediante HPLC
preparativa de RP eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CHsCN (TFA al 0,1%). El producto se aislé por liofilizacién para
dar 2,8 mg del compuesto 4 como un sélido blanco. HPLC TR 10,90 min (95%). LC/MS, ESI+ m/z 1183.55 [M+H]*.

Ejemplo 5. Sintesis del compuesto comparativo 5.

&)

Se disolvio anidulafungina (20 mg; 0,018 mmol) y hidrocloruro de 2-(2-aminoetoxi) etanol (51 mg; 0,36
mmol) en DMSO anhidro (0,7 ml) y se traté con HCI (4 M en 1,4-dioxano; 4.0 mL; 0,016 mmol). La solucion
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias, después se diluyd con agua y se purific6 mediante HPLC
RP preparativa eluyendo con agua (0,1% TFA)/CHsCN (TFA al 0,1%). El producto se aisl6 por liofilizacion para dar
13 mg del compuesto 5 en forma de un sélido blanco. HPLC TR 10,82 min (>99%). LC/MS, ESI+/- m/z 1227.6
[M+H]*, 1225.6 [M-H].

Ejemplo 6. Sintesis del compuesto comparativo 6.
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(6)

Se disolvio 2-(2-amino-etoxi)-etil-hemiaminal de ftrifluoroacetato de anidulafungina (18 mg; 0,013 mmol) en
THF seco y se concentré a sequedad a <30°C. El residuo solido se recogiéo en DMSO vy se traté con DIEA (9 ml,
0,052 mmol) seguido de CHal (2,5 mL; 0,040 mmol). La solucién resultante se agité durante la noche a temperatura
ambiente y después se traté con CHsl adicional (1 mL; 0,016 mmol) y se agit6é durante 2 horas mas. La solucion se
diluyé después con agua y metanol y se purifico por HPLC RP preparativa eluyendo con agua (0,1% de
TFA)/CH3CN(TFA al 0,1%). El producto se aislo por liofilizacion para dar 9 mg de compuesto 6 como un sélido
blanco. HPLC Tr 10.92 min (>99%). LC/MS, ESI+/- m/z 1269.6 [M]*, 1267.6 [M-2H]".

Ejemplo 7. Sintesis del compuesto comparativo 7.

Q)

Se traté el 2-(2-aminoetil)-aminoetanol (139 mg; 1,33 mmol) en 0,5 ml de DMSO con HCI (4M en dioxano;
0,670 ml; 2,68 mmol) para dar una mezcla bi-fasica. Se afiadié anidulafungina (35 mg; 0,031 mmol) seguido de 0,5
ml adicionales de DMSO. La mezcla se calentdé a 40°C para dar una solucion transparente que se calenté a 35°C
durante la noche. La solucion se diluyé después con agua y metanol y se purificd por HPLC RP preparativa eluyendo
con agua (0,1% de TFA)/CHsCN (TFA al 0,1%). El producto se aisl6 por liofilizacion para dar 11 mg de compuesto 7
como un solido blanco. HPLC Tr 10.28 min (>95%). LC/MS, ESI+/- m/z 1226.6 [M]*, 1224.6 [M-2H].

Ejemplo 8. Sintesis del compuesto comparativo 8.
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(8)

La anidulafungina (450 mg; 0,395 mmol) se suspendié dos veces en acetonitrilo (20 ml) y se concentré a
sequedad. La muestra se recogio entonces en 20 mL de THF anhidro y se concentrd hasta ~10 mL. La solucién bajo
atmésfera de argén se tratd con &cido fenilborénico (58 mg; 0,48 mmol) seguido de tamices moleculares de 3A
activados. La mezcla se agit6é lentamente durante una noche y después el sobrenadante se transfirid a un matraz
seco con 2 x 5 mL de enjuagues con THF. La solucion de THF se concentré hasta sequedad, el residuo sélido se
suspendidé en 40 mL de CH3CN seco. La suspension se concentré a 20 mL y bajo atmdsfera de argon se enfrié a
-10°C y se tratd con 4 metoxitiofenol (75 mL; 0,47 mmol) seguido por TFA (2,4 ml). La mezcla resultante se agit6 a
-15°C durante una noche, a continuacion, a -10°C, se inactivo por adicion lenta de agua hasta que se desarrollé un
precipitado floculante. La mezcla se agitdé a 0°C durante 30 min y después se separ6. La adicion de agua al
sobrenadante proporciond un precipitado adicional. Los precipitados se secaron a vacio, luego se combinaron y se
trituraron con Et;0. Los sdlidos se separaron y trituraron una segunda vez con Et;0. Los sdlidos aislados se secaron
entonces a vacio durante la noche para dar 393 mg de anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi) feniltioéter en forma de
un polvo blanco. HPLC TR 13,3 min (88%). LC/MS, ESI+/- m/z 1187.60 [M+H]*, 1185.58 [M-H].

Se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi) feniltioéter (21 mg; 0,017 mmol) en 0,1 mL de 1-metil-2-
aminoetanol para dar una solucién transparente que se tapd bajo argén y se calenté a 60°C durante 3 horas y
después se agité a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se diluyd con metanol, se acidifico
mediante adicion de TFA, se diluyé adicionalmente con agua y se purific6 mediante HPLC preparativa de RP
eluyendo con CH3CN/H,O y TFA al 0,1%. El producto purificado se aisld por liofilizacién para dar 22 mg del
compuesto 8 en forma de un sélido blanco. HPLC TR 11,15 min (84%).%). LC/MS, ESI+/- m/z 1197.57 [M+H]*,
1219.55 [M+Na]+, 1195.56 [M-H]~.

Ejemplo 9. Sintesis del compuesto comparativo 9.

©
Se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (20 mg; 0,016 mmol) en 0,1 ml de 1-metil-2-(2-

aminoeotioxi) etanol para dar una solucion transparente que se tapé bajo argén y se calenté a 60°C durante 8 horas
y luego se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccién se diluyé con metanol y agua, se
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acidificd mediante adicion de TFA, se diluyé adicionalmente con agua y se purifico mediante HPLC preparativa de
RP eluyendo con CH3CN/H,O y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislé por liofilizacién para dar 15 mg del
compuesto 9 en forma de un sélido blanco. HPLC TR 11,18 min (86%). LC/MS, ESI+/- m/z 1241.60 [M+H]*, 1239.59
[M-HT-.

Ejemplo 10. Sintesis del compuesto comparativo 10.

/0\/\0/\/05/\0

(10)

Se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi) feniltioéter (21 mg; 0,017 mmol) en 0,1 ml de mMPEG4-NH2
para dar una solucién transparente que se tapo bajo argén y se calenté a 50°C durante la noche y a continuacion a
65°C durante 2 h. La reaccion se diluyd con metanol y agua, se acidific6 mediante adicion de TFA, se diluyd
adicionalmente con agua y se purifico mediante HPLC preparativa de RP eluyendo con CH3CN/H2O y TFA al 0,1%.
El producto purificado se aislo por liofilizacion para dar 13 mg del compuesto 10 en forma de un sélido blanco. HPLC
Tr 11.26 min (88%). LC/MS, ESI+/- m/z 1329.65 [M+H]*, 1351.63 [M+Na]+, 1327.64 [M-H].

Ejemplo 11. Sintesis del compuesto comparativo 11.

(1)

Se disolvio anhidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (20 mg; 0,016 mmol) en 0,3 ml de 2-(2-
aminoeotioxi) etanol para dar una solucion transparente que se tap6 bajo argon y se agitd a temperatura ambiente
durante una noche y luego se calenté a 60°C durante 1 h. La reaccién se diluyé con metanol y agua, se acidificd
mediante adicion de TFA, se diluyé adicionalmente con agua y se purific6 mediante HPLC preparativa de RP
eluyendo con CH3CN/H,O y TFA al 0,1%. El producto purificado se aisld por liofilizacién para dar 15 mg del
compuesto 11 en forma de un sdlido blanco. HPLC Tg 10.83 min (94%). LC/MS, ESI+/- m/z 1227.58 [M+H]*,
1225.57 [M-H]J.

Ejemplo 12. Sintesis del compuesto comparativo 12.
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4  (1’2)

Se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi) feniltioéter (19 mg, 0,015 mmol) en 0,1 mL de 2-(2-
aminoeotioxi)-etilamina para dar una solucion transparente que se tapé bajo argén y se calentd a 60°C durante 1,5
h. La reaccién se diluyd con metanol y agua, se acidificé mediante adicion de TFA, se diluyé adicionalmente con
agua y se purifico mediante HPLC preparativa de RP eluyendo con CH3CN/H2O y TFA al 0,1%. El producto
purificado se aisl6 por liofilizacion para dar 11 mg de compuesto 12 en forma de un solido blanco. HPLC Tr 10.06
min (94%). LC/MS, ESI+/- m/z 1226.60 [M+H]*, 1225.59 [M-H]".

Ejemplo 13. Sintesis del compuesto comparativo 13.

HaN/\/O\/\O

13

Se disolvio anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (20 mg; 0,016 mmol) en 0,1 ml de diamina para
dar una solucién transparente, que se tapd bajo argon y se calenté a 60°C durante 1,5 horas y después se dejo
agitar a temperatura ambiente durante la noche. La reaccién se diluyd con metanol y agua, se acidific6 mediante
adicion de TFA, se diluyd adicionalmente con agua y se purific6 mediante HPLC preparativa de RP eluyendo con
CH3CN/H20 y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislo por liofilizacion para dar 11 mg del compuesto 13 como
un sdlido blanco. HPLC, Tr 10.06 min (92%). LC/MS, ESI+/- m/z 1270.62 [M+H]*, 1268.61 [M-H].

Ejemplo 14. Sintesis del compuesto comparativo 14.
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(14).

Se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (21 mg; 0,017 mmol) en 0,1 ml de mono-BOC-
NH-PEG.-NH- para dar una solucién transparente que se tapo bajo argoén y se calent6 a 50°C hasta que el producto:
la proporcion de material de partida era ~1:1. La reaccion se traté con TFA (4 ml), se agité a temperatura ambiente
durante ~30 min, se concentr6 a vacio, luego se diluyé con agua y se purificé por HPLC RP preparativa eluyendo
con CH3CN/H20 y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislo por liofilizacion para dar 5 mg del compuesto 14
como un solido blanco. HPLC Tgr 10.13 min (76%). LC/MS, ESI+/- m/z 1314.65 [M+H]*, 1312.64 [M-H].

Ejemplo 15. Sintesis del compuesto comparativo 15.

15)

Se traté anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (49 mg, 0,039 mmol) en 0,5 ml de CH3CN a 0°C con
0,3 ml de etilendiamina para dar una solucion clara que se dejo llegar a temperatura ambiente y se agité durante 4 h.
La solucion se diluyé con 0,5 ml de metanol y 2 ml de agua y se acidificé con TFA. La disolucion se diluyé
adicionalmente con 2 ml de metanol y agua cada vez, se purific6 mediante HPLC RP preparativa eluyendo con
CH3CN/H20O y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislé por liofilizacion para dar 30 mg del compuesto 15 en
forma de un sdlido blanco. HPLC TR 10,13 min (88%). CL / EM, ESI +/-m/z 1182,57 [M + H] * {+}, 1180,56 [M - H]-.

Ejemplo 16. Sintesis del compuesto comparativo 16.
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(16)

N, N-dimetilaminoetil anidulafungina aminal: se disolvié anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter
(150 mg; 0,119 mmol) en 0,5 ml de N, N-dimetiletilendiamina para dar una solucién de color amarillo claro que se
calentd a 45°C durante 18 horas. La reaccion se diluyd con 80 ml de Et,O para precipitar el producto. Los solidos
recogidos se trituraron con Et;O, luego se separaron y se secaron al vacio durante la noche para dar 153 mg de N,
N-dimetilaminoetil anidulafungina aminal como un sélido blanquecino. HPLC Tr 10.37 min (76%). LC/MS, ESI+/- m/z
1210.60 [M+H]*, 1208.60 [M-H]-.

N, N-dimetilaminoetil anidulafungina aminal (153 mg, < 0,119 mmol) en DMSO anhidro se traté con CHsl (8
ml, 0,129 mmol) y se agit6é a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se traté con CHal adicional (3 ml,
0,048 mmol) y DIEA (7 ml, 0,040 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas mas. La reaccion se
acidificd con ~5 ml de TFA, se diluyoé con agua y metanol, y se purificé por HPLC RP preparativa eluyendo con
CH3CN/H20 y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislé por liofilizacion para dar 64 mg del compuesto 16 como
un sdlido blanco. HPLC Tr 10.36 min (92%). LC/MS, ESI+/- m/z 1224.61 [M]*, 1222.61 [M-2H], 1268.61
[M+formate]-.

Ejemplo 17. Sintesis del compuesto comparativo 17.

(17)

Se disolvio anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (0,82 mg, 0,065 mmol) en 0,3 ml de
dietilenriamina para dar una solucion transparente que se tap6 bajo argén y se calentd a 60°C durante 45 min. La
solucién enfriada se diluy6 con éter dietilico para precipitar los productos y se eliminé el sobrenadante. Los sélidos
se concentraron a vacio y luego se recogieron en 1 ml de metanol y 1 ml de agua y se acidificaron con TFA. La
solucion resultante se purifico mediante HPLC RP preparativa eluyendo con CH3CN/H2O y TFA al 0,1%. El producto
purificado se aislé por liofilizacion para dar 44 mg del compuesto 17 como un soélido blanco. HPLC Tgr 9.77 min
(84%). LC/MS, ESI+/- m/z 1225.61 [M+H]*, 1223.61 [M-H]~.

Ejemplo 18. Sintesis del compuesto comparativo 18.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645074 T3

(18)

Se disolvio anidulafungina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter (19 mg; 0,015 mmol) en 0,3 ml de N- (2-aminoetil)
-2-aminoetanol para dar una solucidn transparente que se tap6 bajo argon y se agitd a temperatura ambiente
durante la noche se calenté a 60° C durante 1,5 h. La reaccion se diluyé con metanol y agua, se acidificé mediante
adicion de TFA, se diluyd adicionalmente con agua y se purific6 mediante HPLC preparativa de RP eluyendo con
CH3CN/H20 y TFA al 0,1%. El producto purificado se aislo por liofilizacion para dar 10 mg del compuesto 18 como
un solido blanco. HPLC Tr 10.09 min (90%). LC/MS, ESI+/-m/z 1226.60 [M+H]*, 1225.59 [M-H]~.

Ejemplo 19. Sintesis del compuesto comparativo 19.

UOH

(19)

Pneumocandina By hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter: Se suspendié dos veces la neumocandina By (509
mg, 0,48 mmol) en CH3CN (25 ml) y se concentré a vacio a temperatura ambiente para eliminar el agua. La muestra
se suspendid entonces en THF anhidro (25 mL) y se concentré hasta sequedad. El residuo se recogié en THF
anhidro (25 mL) y se concentrdé a temperatura ambiente hasta 10 mL. La suspension resultante se traté con acido
fenilbordnico (69 mg, 0,57 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente hasta que todo el sélido se disolvié para dar una
solucion ligeramente turbia. La solucidon se concentré a sequedad y el sélido restante se suspendié en CH3CN (25
mL). La suspension resultante se concentré hasta ~10 ml, se enfri6 a -10°C bajo argén seco y se tratdé con 4-
metoxitiofenol (72 mL) seguido de acido trifluoroacético (1,4 mL) afadido gota a gota. La mezcla se agité bajo
atmosfera de argon a -15°C hasta -20°C durante 2 dias, luego se llevo a 0°C y se traté con 25 mL de agua afadida
gota a gota para dar una suspension blanca que se agité a 0°C durante 20 minutos y después se separo. Los solidos
se trituraron y resuspendieron en 20 mL de CH3CN/H20 al 25%, luego se separaron y se secaron al vacio. El solido
resultante se trituré con éter dietilico. El sobrenadante se retird y los sélidos se secaron a vacio para dar 430 mg del
compuesto del titulo en forma de un polvo blanco denso. 89% de pureza por HPLC, UV det. at 216-224 nm; LC/MS
ESI +/- m/z 1187.59 [M+H]* (calculado 1187.59), 1185.58 [M-H]  (calculado 1185.58), 1045.55 [M-MeOPhSH]
(calculado 1045.55).

Pneumocandina By hemiaminal- (4-metoxi) feniltioéter amina: Se suspendieron 53 mg (0,45 mmol) de

hemolinina By hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter en suspension en THF anhidro (15 mL) con acido fenilborénico (67
mg, 0,55 mmol) seguido de tamices moleculares de 3 A" (~15 gotas). La mezcla bajo argén se agitd a temperatura
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ambiente durante la noche para dar una solucion clara que se concentré a ~7 ml bajo corriente de argéon seco
ventilado en un matraz. La solucion se transfirid entonces a una matraz seca seguido de enjuagues con 2 THF de
los tamices moleculares para dar un volumen de reaccién de ~10 mL. La soluciéon bajo argén se enfrié a 0°C, se
traté con BH3-DMS (2,0 M en THF, 1,4 ml, 2,8 mmol) y se agité a 0°C. Después de 2 h, se afiadié THF anhidro (2
mL) para disolver el gel que se habia formado. Esto fue seguido por BH3-DMS adicional (0,5 ml, 1,0 mmol). La
mezcla se mantuvo a 0°C durante 1 hora mas, a continuacion se agité a temperatura ambiente durante ~3 h, luego
se enfrio a 0°C y se inactivé por adicion lenta de HCI 1M (1,3 ml). La reaccion apagada se almacend a -20°C durante
la noche y después se concentrd hasta ~3 ml. La mezcla resultante se diluyd con metanol y agua (~ 1: 1) a20 mly
luego se purific6 mediante HPLC RP preparativa eluyendo con CH3CN/H20 al 10% al 70% (TFA al 0,1%). Se
combinaron las fracciones de interés y se liofilizaron para dar 245 mg (42% de TY) del compuesto del titulo en forma
de un sodlido blanco brillante. 94% de pureza por HPLC, UV det. a 216 - 224 nm; HPLC, UV det. at 216-224 nm;
LC/MS ESI +/- m/z 1173.61 [M+H]* (calculado 1173,61), 1031,57 [M-MeOPhSH] - (calculado 1031,57).

Se disolvid6 Pneumocandina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter amina (20 mg, 0,016 mmol) en 2,2'-(etilendioxi)
bis(etilamina) (0,1 ml). La solucién se calentd a 40°C durante la noche y luego a 60°C durante 1,5 horas y después
se diluyd con metanol (0,5 ml) y agua (2 ml) y se acidificé con TFA. La mezcla acidificada se diluyé adicionalmente
con agua y metanol y luego se purifico mediante HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CHsCN
(TFA al 0,1%). El producto se aislé por liofilizacion para dar 15 mg del compuesto 19 como un sélido blanco. HPLC
Tr 9.22 min (99%). LC/MS, ESI+/-m/z 1181.70 [M+H]*, 1179.70 [M-H]-.

Ejemplo 20. Sintesis del compuesto comparativo 20.

HOH

(20)

Se disolvio Pneumocandina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter amina (17 mg, 0,013 mmol) en 2,2-oxobis
(etilamina) (0,1 ml). La solucién se calentd a 40°C durante la noche y después se diluyé con metanol (0,5 mL) y agua
(2 mL) y se acidifico con TFA. La mezcla acidificada se diluy6é adicionalmente con agua y metanol y después se
purifico mediante HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CHsCN (TFA al 0,1%). El producto se
aislé por liofilizacién para dar 12 mg del compuesto 20 como un sélido blanco. HPLC Tr 9.22 min (96.0%). LC/MS,
ESI+/- m/z 1137.68 [M+H]*, 1135.67 [M-H]J.

Ejemplo 21. Sintesis del compuesto comparativo 21.

H
H .
Ho/\/ \/\NH

o
§

“HIIOH

@1
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Se disolvi6 Pneumocandina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter amina (19 mg, 0,015 mmol) en 2- (ami-
noetilamino) etanol (0,1 ml). La soluciéon se calentd a 60°C durante 2 horas y después se diluyé con metanol (0,5 ml)
y agua (2 ml) y se acidifico con TFA. La mezcla acidificada se diluyé adicionalmente con agua y metanol y después
se purific6 mediante HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al 0,1%)/CHsCN (TFA al 0,1%). El producto se
aislé por liofilizaciéon para dar 11 mg del compuesto 21 como un sélido blanco. HPLC Tr 9.34 min (97.7%). LC/MS,
ESI+/- m/z 1137.68 [M+H]*, 1135.67 [M-H]J.

Ejemplo 22. Sintesis del compuesto comparativo 22.

. H

. ,N/\/'N'S/\

22)

Se disolvi6 Pneumocandina hemiaminal-(4-metoxi)feniltioéter amina (19 mg, 0,015 mmol) en 2-(ami-
noetilamino) etanol (0,1 ml). La solucién se agité a temperatura ambiente durante 1 h, se calenté a 60°C durante 15
min, se diluyé con metanol (0,5 mL) y agua (2 mL), y se acidific6 con TFA. La mezcla acidificada se diluyd
adicionalmente con agua y metanol y luego se purificd6 mediante HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al
0,1%)/CH3CN (TFA al 0,1%). El producto se aislé por liofilizacién para dar 13 mg del compuesto 22 como un soélido
blanco.

Ejemplo 23. Actividad in vivo después de la administracion de IP.

El objetivo de estos estudios fue evaluar la eficacia de los compuestos de ensayo en el modelo de infeccion
por candidiasis murina. Las cantidades de articulos de ensayo no estan corregidas.

Preparacion del Inoculo

La cepa, C. albicans R303 se transfiri6 de almacenamiento congelado sobre placas de agar de dextrosa
Sabauroud (SDA) y se cultivd durante ~24hr a 35°C. El inéculo se preparé transfiriendo colonias de la placa a
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y la concentracion se ajusté a aproximadamente 108 CFU/mL con la
ayuda de un espectrofotometro. El stock se diluyé 1:9 para preparar el inéculo. Antes de cada ensayo, se verifico la
concentracion utilizando el método de recuento de placas de dilucion.

Se utilizaron ratones CD-1 femeninos en este estudio. Los animales tenian aproximadamente siete
semanas de edad al comienzo del estudio y pesaban aproximadamente 15-30 g.

Los ratones se hicieron neutropénicos con inyecciones de IP de ciclofosfamida (150 mg/kg en 10 mL/kg) a
los 4 y 1 dia antes de la inoculacién. Cada animal se inoculd con la concentracion apropiada inyectando 0,1 mL de
indculo en una vena de la cola. Los compuestos de ensayo se administraron IP a las 2 h después de la infeccion.

En un procedimiento tipico, se recogieron los rifiones de cuatro ratones en el grupo de control 1 (sin tratar)
a las 2 horas después de la infeccién, y de otros cuatro ratones en el grupo de control 2 (sin tratar) a las 24 horas
después de la infeccidn. Los rifiones se retiraron asépticamente de cada ratén y se combinaron en un tubo estéril.
Se afiadié una alicuota (2 mL) de PBS estéril a cada tubo y se homogeneizé el contenido con un homogeneizador
de tejidos (Polytron 3100). Se llevaron a cabo diluciones en serie de los homogeneizados de tejido y se distribuyeron
alicuotas de 0,1 mL en placas SDA y las placas se incubaron a 35°C durante la noche. Los UFC/rifiones se
determinaron a partir de los recuentos de colonias. Los datos se analizaron usando ANOVA unidireccional con la
Prueba de Comparaciones Multiples Tukey-Kramer o Prueba Dunnett (GraphPad InStat version 3.06, Software
GraphPad, San Diego, CA).

Los datos que se indican a continuaciéon son el promedio de cuatro ratones. Cada ejecucion incluyé un
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Primer intento
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Tabla 1
Tratamiento (administracion IP, | Promedio logie  CFU/kidneys | Diferencia del control de 24 horas
mg/kg) (6SD)
Control Infectado - 2 h 3.2760.12
Control Infectado - 24 h 5.206 0.22
anidulafungina - 1 mg/kg 3.3760.72 -1.83 ***
compuesto 1 - 5 mg/kg 0.4060.80 -4.80 ***
compuesto 2 - 5 mg/kg 1.60 6 0.35 -3.60 ***
compuesto 3 - 5 mg/kg 1.57 6 0.20 -3.63 ***
compuesto 4 - 5 mg/kg 0.736 0.85 -4.47 ***
ns, diferencia no significativa;
*** significativo a P <0,001.
Segundo Intento Tabla 2
Tratamiento (administracion IP, | Promedio logiwo  CFU/kidneys | Diferencia del control de 24
mg/kg) (6SD) horas
Control Infectado - 2 h 2.9260.07
Control Infectado - 24 h 4.8760.10
anidulafungina — 0.5 mg/kg 44160.12 -0.47 ns
anidulafungina — 1.5 mg/kg 2.77 6 0.20 -2.11
anidulafungina — 4.5 mg/kg 1.10 6 0.38 -3.78 ***
compuesto 1 - 0.5 mg/kg 2.8060.11 -2.08 ***
compuesto 1 - 1.5 mg/kg 1.8360.14 -3.05 ***
compuesto 1 - 4.5 mg/kg 0.986 0.33 -3.90 ***
compuesto 4 - 0.5 mg/kg 3.3860.10 -1.50 ***
Compuesto 4 - 1.5 mg/kg 0.656 0.38 -4.22 ***
Compuesto 4 - 4.5 mg/kg 0.656 0.38 -4.22 ***
Compuesto 5 - 0.5 mg/kg 3.6560.10 -1.22 ns
compuesto 5 - 1.5 mg/kg 0.736 042 -4.15 ***
Compuesto 5 - 4.5 mg/kg 0.006 0.00 -4.87 ***
Compuesto 15 - 0.5 mg/kg 1.2560.45 -3.63 ***
Compuesto 15 - 1.5 mg/kg 0.96 6 0.57 -3.91 ¥
Compuesto 15 - 4.5 mg/kg 0.736 042 -4.15 ***
Compuesto 6 - 0.5 mg/kg 47560.19 -0.13 ns
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(continuacion)

Tratamiento (administraciéon IP,
mg/kg)

Promedio log1o CFU/rifiones

(6SEM)

Diferencia del control de 24 horas

Compuesto 6 - 1.5 mg/kg

1.606 0.17

_327 *kk

Compuesto 6 - 4.5 mg/kg

0.00 6 0.00

'487 *kk

ns, diferencia no significativa;
**, significativo a P <0,01.
*** significativo a P <0,001.

Tercer Intento

Tabla 3

Tratamiento (administraciéon IP,
mg/kg)

Promedio log1o CFU/rifiones

(6SEM)

Diferencia del control de 24 horas

Control Infectado - 2 h 2.8960.07

Control Infectado - 24 h 5.20 6 0.07

Caspofungina - 0.5 mg/kg 0.3360.33 -4.88 ***
Caspofungina - 1.5 mg/kg 0.736 042 -4.48 ***
Caspofungina - 4.5 mg/kg 0.006 0.00 -5.20 ***
compuesto 19 - 0.5 mg/kg 3.0160.07 -2.19 ***
compuesto 19 - 1.5 mg/kg 1.746 0.18 -3.47 ***
compuesto 19 - 1.5 mg/kg 1.17 6 0.40 -4.03 ***
compuesto 20 - 0.5 mg/kg 1.96 6 0.18 -3.25 ***
compuesto 20 - 1.5 mg/kg 0.736 042 -4.48 ***
compuesto 20 - 4.5 mg/kg 1.456 0.09 -3.75 ***
compuesto 21 - 0.5 mg/kg 1.5760.16 -3.63 ***
compuesto 21 - 1.5 mg/kg 0.736 042 -4.48 ***
compuesto 21 - 4.5 mg/kg 1.17 6 0.40 -4.03 ***
compuesto 22 - 0.5 mg/kg 1.6560.16 -3.56 ***
compuesto 22 - 1.5 mg/kg 0.006 0.00 -5.20 ***
compuesto 22 - 4.5 mg/kg 0.656 0.38 -4 .55 ***

ns, diferencia no significativa;
*** significativo a P <0,001.
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Tabla 4
Tratamiento Dosis (mg/kg) Promedio log1o Diferencia del control de
(administracion IP, mg/kg) CFU/rifiones (6SEM) 24 horas
Control Infectado - 2 h 2.9560.07
Control Infectado - 24 h - 5.106 0.17
anidulafungina 0.5 3.8160.19 -1.29 **
anidulafungina 1.5 1.08 6 0.08 -4.03 **
Compuesto 15 0.5 2.0960.16 -3.01*
Compuesto 15 1.5 1.2960.18 -3.81*
Compuesto 7 0.5 4,336 0.17 -0.78 *
Compuesto 7 1.5 1.5560.19 -3.55 **
Compuesto 17 0.5 3.46 6 0.06 -1.64 **
Compuesto 17 1.5 1.196 0.12 -3.91*
Compuesto 8 0.5 4,786 0.15 -0.32 ns
Compuesto 8 1.5 3.4560.37 -1.66 **
Compuesto 9 0.5 5.0460.13 -0.07 ns
Compuesto 9 1.5 4.0960.23 -1.02 **
Compuesto 10 0.5 4.896 0.06 -0.21 ns
Compuesto 10 1.5 5.096 0.11 -0.01 ns
Compuesto 11 0.5 4.8260.20 -0.29 ns
Compuesto 11 1.5 2.9860.03 -2.13*
Compuesto 18 0.5 2.5460.17 -2.56 **
Compuesto 18 1.5 1.156 0.09 -3.95 **
Compuesto 12 0.5 3.206 0.1 -1.90 **
Compuesto 12 1.5 1.60 6 0.09 -3.50 **
Compuesto 13 0.5 2.8160.23 -2.29 **
Compuesto 13 1.5 2.3160.19 -2.80 **
Compuesto 14 0.5 4746 0.17 -0.37 ns
Compuesto 14 1.5 4.8060.34 -0.31 ns

ns, diferencia no
significativa;

*, significativo a P <0,05.
**, significativo a P <0,01.
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Quinto Intento

Tabla 5
Tratamiento Dosis (mg/kg) Promedio log1o Diferencia del control de
(administracion IP, mg/kg) CFU/rifiones (6SEM) 24 horas
Control Infectado - 2 h 2.9860.06
Control Infectado - 24 h - 5.1360.15
anidulafungina 1 3.0660.18 -2.07**
Compuesto 1 0.5 3.67 6 0.07 -1.47*
Compuesto 1 1.5 1.566 0.15 -3.58**
Compuesto 1 4.5 0.3360.33 -4.81**
Compuesto 16 0.5 1.916 0.34 -3.22**
Compuesto 16 1.5 1.396 0.16 -3.74*
Compuesto 16 4.5 1.056 0.36 -4.08**
*, significativo a P <0,05.
**, significativo a P <0,01.

Conclusiones

Este modelo de ratén se usé como una herramienta de seleccién primaria para probar la eficacia de los
compuestos de la invencion. Los ratones se hicieron neutropénicos para asegurar que los resultados observados
son atribuibles al articulo de ensayo y no al sistema inmune de los ratones inoculados con albicans C., un organismo
conocido por acumularse e infectar los rifiones.

Los rifiones se cosecharon a partir de ratones de control infectados pero no tratados a las 2 horas y 24
horas después de la infeccion. A continuacion se evaluaron los rifiones en cuanto a la carga fungica, medida en el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC, registradas en una escala logaritmica). Como era de esperar, los
ratones no tratados mostraron un aumento en la carga fungica de 2 horas a 24 horas después de la inoculacion con
albicans C..

Los ratones infectados que recibieron uno de los articulos sometidos a ensayo tuvieron sus rifiones
eliminados y evaluados después de 24 horas, revelando niveles variables de carga fungica que variaban con el
articulo de ensayo. Cuanto menor es la CFU, mas eficaz es el compuesto para tratar la infeccion fungica en los
rifiones.

Los compuestos que mejor se comportan son los que tienen la mejor combinacion de las siguientes
propiedades: (i) la actividad (es decir, un compuesto inactivo no puede reducir la carga fungica), (ii) la penetracion
del tejido (es decir, un compuesto que no entrar en los rifilones no curaria la infeccion alli), y (iii) la vida media (por
ejemplo, un compuesto con una vida media corta podria no mostrar la eficacia a las 24 horas).

Basandose en estos estudios, se concluye que (a) los compuestos 8, 9, 10 y 14 se comportaron
deficientemente (es decir, no tenian la combinacion correcta de propiedades Utiles para tratar infecciones de
albicans C. en este ensayo); (b) los compuestos 2, 3, 11 y 13 se realizaron moderadamente, demostrando cierta
capacidad para controlar la infeccién por albicans C.; y c) los compuestos 1, 4, 5, 6, 7, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
y 22 se realizaron fuertemente, reduciendo drasticamente el nivel de CFB de albicans C. encontrado en los rifiones
de los ratones.

Ejemplo 24. Farmacocinética en perros beagle.

Los articulos de ensayo se administraron a perros beagle que pesaban aproximadamente 6-10 kg. Cada
articulo de ensayo se dosificé a 1,4 mg/kg en solucion salina acuosa (con o sin Tween al 0,5%) durante un periodo
de 1-10 minutos. La difenhidramina se mantuvo a mano en caso de que los perros demostraran una respuesta de
histamina. Los perros fueron ayunados al menos 12 horas antes de cada dosificacion y se les ofrecié comida
después de que se tomd la muestra de sangre de 4 horas; se les retuvo el agua durante 1 hora antes y 4 horas
después de cada evento de dosificacion. La dosis para cada animal se basé en su peso corporal mas reciente. El
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articulo de ensayo se inyectd intravenosamente a través de un catéter colocado en la vena cefalica como un bolo
lento.

Se recogié sangre a través de la vena yugular. Todas las muestras de sangre (~1 mL cada una) se
recogieron en tubos K3EDTA. Después de la recogida de sangre, las muestras se invirtieron inmediatamente varias
veces y se mantuvieron en hielo humedo hasta que se centrifugaron. Las muestras fueron centrifugadas dentro de
~30 minutos de la recoleccion bajo refrigeracion (~5°C durante ~10 minutos a ~2000 g) para obtener plasma. El
plasma se congelé inmediatamente sobre hielo seco después de la separacion. Las muestras de plasma se
almacenaron a aproximadamente -70°C hasta su analisis.

Se precipité plasma (100 mL) con 400 mL de acido férmico al 0,1% en acetonitrilo que contenia el patréon
interno (100 ng/mL de neumocandina). Las muestras se taparon y agitaron con vértex durante aproximadamente 30
segundos, seguido por centrifugacion a 14.000 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la
centrifugacion, se transfirieron 200 mL de sobrenadante a viales de inyeccion automatica de plastico que contenian
200 mL de acido férmico al 0,1% en agua y se sometieron a vortice. Las muestras se analizaron entonces mediante
LCMSMS.

Todos los célculos farmacocinéticos se realizaron utilizando WinNonlin version 4.1 (Pharsight Corp) por
analisis no compartimental. Los resultados se proporcionan en la Tabla 6, a continuacion.

Tabla 6. Valores' PK

Compuesto TO© (hr) Vz, (mL/Kg) Cl

(mL/hr/kg)
anidulafungina 11.526 0.75 7796 30.4 47.161.92
Compuesto 18 21.036 1.16 687 6 58.4 22.6 6 1.08
Compuesto 16 27.66 1.11 874 6 63.9 21.96 0.84
Compuesto 5 33.66 6 3.28 627 6 13.9 13.16 0.94
Compuesto 1 53.163.93 1360 6 61.9 18.06 6 1.46
1. Todos los valores son la media 6 SEM; n = 4 perros beagle

La semivida observada de la anidulafungina fue de aproximadamente 12 horas, lo cual es consistente con
los valores previamente informados.

Se encontré que el Compuesto 1 tenia un volumen de distribuciéon sorprendentemente grande y una
semivida circulante sorprendentemente larga. Estas propiedades farmacocinéticas pueden proporcionar ventajas
tales como una disminucioén de la cantidad de dosificacién, una disminucion de la frecuencia de dosificacion y/o una
eficacia mejorada en el tratamiento/prevencion de algunas infecciones fungicas.

El gran volumen de distribucién observado para el compuesto 1 es consistente con la distribucion de este
compuesto en ciertos tejidos, tales como rifion, higado, pulmén y/o bazo. El gran volumen de distribucion observado
para el compuesto 1 puede tener significado clinico para el uso de este compuesto en el tratamiento de infecciones
localizadas en estos tejidos.

Ejemplo 25. Actividad in vitro: valores de MEC y MIC frente a Aspergillus spp.

Se obtuvieron los valores MEC y MIC (mg/mL) de anidulafungina, caspofungina, anfotericina B, compuesto
1 y compuesto 16 contra diversas especies de Aspergillus en presencia y ausencia de suero humano al 50% como
sigue.

Los organismos de ensayo se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Los
aislamientos se mantuvieron a -80°C, luego se descongelaron y subcultivaron antes de la prueba.

El método de ensayo de MIC siguid el procedimiento descrito por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (ver Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)). Método de Referencia para la Dilucién de Caldo
Prueba de Susceptibilidad Antifingica de Levaduras; Norma aprobada, tercera edicion. Documento CLSI M27-A3
[ISBN 1-56238-666-2]. Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne,
Pensilvania 19087-1898 USA, 2008; y el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Método de
Referencia para la Dilucion de Caldo Prueba de Susceptibilidad Antifungica de Hongos Filamentosos; Norma
aprobada, segunda edicion. Documento CLSI M38-A2 [ISBN 1-56238-668-9]. Clinical and Laboratory Standards
Institute, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pensilvania 19087-1898 USA, 2008) y emplearon
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manipuladores de liquidos automatizados para llevar a cabo diluciones en serie y transferencias de liquidos. Los
pocillos en las columnas 1-12 en placas de microdilucion estandar de 96 pocillos se llenaron con 150 mL de DMSO.
Estas se convertirian en las "placas madre" de las que se prepararia la "hija" o las placas de prueba. Los farmacos
(150 mL a 80x la concentracion superior deseada en las placas de ensayo) se dispensaron en el pocillo apropiado
en la columna 1 de las placas madre y se mezclaron. Se hicieron diluciones en serie 1:1 a través de la Columna 11
en la "placa madre". Los pocillos de la columna 12 no contenian farmaco y eran los pocillos de control del
crecimiento del organismo. Las placas de la hija se cargaron con 185 mL por pocillo de RPMI o RPMI suplementado
con suero humano al 50%. Las placas hija se prepararon transfiriendo 5 mL de solucion de farmaco de cada pocillo
de una placa madre a cada pocillo correspondiente de cada placa hija.

Se prepardé indculo normalizado de Aspergillus seguin los métodos CLSI. Se dispusieron 2 mL de solucion
salina al 0,85% sobre una inclinacion de agar. Utilizando un hisopo, se hizo una suspension. Después de un corto
tiempo para permitir que las particulas pesadas se asentaran, se dispensé una pequefia cantidad del sobrenadante
en RPMI y la suspension se ajusto a una turbidez igual a 0,5 McFarland. Se realizaron diluciones para cada aislado
en RPMI para alcanzar la concentracion de células descrita en la metodologia CLSI. El in6culo se distribuy6 en
depositos estériles divididos por longitud, y se us6 para inocular las placas. A las placas hijas se introdujeron 10 mL
de inéculo estandarizado en cada pocillo. Por lo tanto, los pocillos de las placas hija contenian finalmente 185 mL de
caldo, 5 mL de solucién de farmaco y 10 mL de inéculos.

Las placas se cubrieron con una tapa, se pusieron en bolsas de plastico, y se incubaron a 35°C. Las placas
de Aspergillus se incubaron durante 48h antes de la lectura. Las microplacas se observaron desde el fondo usando
un visor de placas. Para cada placa madre, se observd una placa de control de solubilidad no inoculada para
evidencia de precipitacion de farmaco.

Se registré un valor de MIC y Minimo de Concentracion Efectiva (MEC). El valor de MEC se aplica
especificamente a las equinocandinas cuando se ensayan hongos filamentosos. Mientras que el valor de MIC es la
cantidad de farmaco que inhibe el crecimiento visible del organismo, el valor de MEC es la concentracién mas baja
de farmaco que conduce al crecimiento de formas de hifas pequefias, redondeadas y compactas en comparacion
con el crecimiento de hifas observado en el control del crecimiento bien.

Los valores de MEC, que tipicamente difieren espectacularmente de los valores de MIC para esta clase de
agentes antifungicos, son la medida que debe utilizarse para determinar la susceptibilidad de los hongos
filamentosos a las equinocandinas. El crecimiento de las cepas de Aspergillus en cada pocillo se comparo con el del
control del crecimiento a las 48 h.

Los valores MEC y MIC se proporcionan en la Figura 1. Estos datos muestran que, con relacion a la
anidulafungina, los compuestos 1y 16 conservan su actividad frente a cepas de Aspergillus. Asi, se hicieron algunas
modificaciones que produjeron profundos efectos farmacocinéticos sin restringir la actividad contra Aspergillus spp.

Ejemplo 26. Actividad in vitro: valores de MIC frente a Candida spp. a las 24 y 48 horas.

Se obtuvieron los valores MIC (mg/mL) de anidulafungina, caspofungina, anfotericina B, compuesto 1 y
compuesto 16 contra diversas especies de Candida en presencia y ausencia de suero humano al 50% como sigue.

Los organismos de ensayo se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Los
aislamientos se mantuvieron a -80°C, luego se descongelaron y subcultivaron antes de la prueba.

El método de ensayo de MIC siguié el procedimiento descrito por el Clinical and Laboratory Standards
Institute y empled manipuladores de liquidos automatizados para llevar a cabo diluciones en serie y transferencias
de liquidos. Los pocillos en las columnas 1-12 en placas de microdilucién estandar de 96 pocillos se llenaron con
150 mL de DMSO. Estas se convertirian en las "placas madre" de las que se prepararia la "hija" o las placas de
prueba. Los farmacos (150 mL a 80x la concentracion superior deseada en las placas de ensayo) se dispensaron en
el pocillo apropiado en la columna 1 de las placas madre y se mezclaron. Se hicieron diluciones en serie 1:1 a través
de la Columna 11 en la "placa madre". Los pocillos de la columna 12 no contenian farmaco y eran los pocillos de
control del crecimiento del organismo. Las placas de la hija se cargaron con 185 mL por pocillo de RPMI o RPMI
suplementado con suero humano al 50%. Las placas hija se prepararon transfiriendo 5 mL de solucién de farmaco
de cada pocillo de una placa madre a cada pocillo correspondiente de cada placa hija.

Se preparo inéculo normalizado de Candida segun los métodos CLSI. Para los aislados de Candida, las
colonias se recogieron de la placa de rayas y se prepard una suspension en RPMI. Se realizaron diluciones para
cada aislado en RPMI para alcanzar la concentracion de células descrita en la metodologia CLSI. El in6culo se
distribuyd en depositos estériles divididos por longitud, y se usé para inocular las placas. A las placas hijas se
introdujeron 10 mL de inéculo estandarizado en cada pocillo. Por lo tanto, los pocillos de las placas hija contenian en
Ultima instancia 185 mL de caldo, 5 mL de solucion de farmaco y 10 mL de indculos.

Las placas se cubrieron con una tapa, se pusieron en bolsas de plastico, y se incubaron a 35°C. Los
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aislados de Candida se leyeron después de 24 h de incubacién y de nuevo a las 48 h. Las microplacas se
observaron desde el fondo usando un visor de placas. Para cada placa madre, se observé una placa de control de
solubilidad no inoculada para evidencia de precipitacién de farmaco.

Para las especies de Candida, la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) fue leida por las directrices del
CLSI. La CIM se definié como la concentracion mas baja de un agente antifungico que inhibe sustancialmente el
crecimiento del organismo segun se detecta visualmente (los valores de CMI se proporcionan en la Figura 2).

Estos datos muestran que, con relacion a la anidulafungina, los compuestos 1y 16 conservan su actividad
frente a cepas de Candida. Asi, se realizaron algunas modificaciones que produjeron efectos farmacocinéticos
profundos sin restringir la actividad contra Candida spp.

Se conoce que el suero altera diferencialmente las propiedades antifingicas de los farmacos de
equinocandina (véase Paderu et al., Antimicrob Agents Chemother., 51: 2253 (2007)). Se encontré que los
compuestos 1y 16 tenian una actividad superior frente a una cepa de Candida glabrata en suero humano al 50% en
comparacion con el comportamiento de la anidulafungina bajo estas mismas condiciones. Esta diferencia de
actividad puede ser clinicamente relevante para el uso de estos compuestos para el tratamiento de ciertas
infecciones de la corriente sanguinea.

Ejemplo 27. Anfifilicidad del compuesto 1.

La solubilidad del compuesto 1 (sal de acetato) se midié en tampones acuosos de pH variable para evaluar
la idoneidad de este compuesto para la formulaciéon en un vehiculo acuoso para administracion por inyeccion (por
ejemplo, inyeccion intravenosa o intramuscular).

Los resultados se proporcionan en la Tabla 7 (a continuacion) junto con la anidulafungina como
comparacion. Se encontro que el Compuesto 1 tenia una solubilidad acuosa dramaticamente mayor que la
anidulafungina sobre un amplio pH Registro.

Tabla 7
pH Solubilidad (mg/mL)"
Anidulafungina Compuesto 1

1 (0.1M HCI) <0.01 >15

3 (0.01M tampon de formiato) <0.01 >15
4.6 (0.1M tampon de acetato) <0.01 >15
5.6 (0.1M tampon de acetato) <0.01 >15
7.4 (0.1M tampon de fosfato) <0.01 0.05
8.5 (0.01M tampédn TRIS) <0.01 >15
0.9% salino <0.01 4.6
1. Todas las mediciones realizadas a temperatura ambiente

La solubilidad del compuesto 1 (sal de acetato) también se midié en disolventes no acuosos para evaluar la
idoneidad de este compuesto para la formulacién en vehiculos no acuosos. Los resultados se proporcionan en la
Tabla 8 (a continuacion).
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Tabla 8
pH Solubilidad (mg/mL)"
Anidulafungina Compuesto 1
Propilenglicol (PG) >17.2 >18.4
Etanol (EtOH) >17.6 >13.7
Glicerol 1.5 >19.4
PEG400 >26.8 >34.1

Ejemplo 28. Sintesis del compuesto comparativo 23.

T
oS

23)

Se trato anidulafungina (20 mg, 0,018 mmol) en CH3CN (10 mL) con acido fenilboronico (2,5 mg, 0,021 mmol)
y la mezcla se agité durante 30 minutos. La solucion resultante se concentré a vacio hasta sequedad y los sélidos se
recogieron en una solucién de DMSO (0,3 ml) y cloruro de 1,3-diamino-2-propanol. La mezcla se titul6 con HCI (4 M
en dioxano) hasta que se acidificd sobre papel de pH himedo. La solucion resultante se calenté a 40-45°C durante 8
dias, después se diluyd con agua y se purifico mediante HPLC RP preparativa eluyendo con agua (TFA al
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0,1%)/CH3CN (TFA al 0,1%). El producto se aislo por liofilizacion para dar 33 mg del compuesto 23 como un soélido

blanco. HPLC Tr 11.28 min (93%). LC/MS, ESI+/- m/z 1212.58 [M+H]*, 1210.57 [M-H].

Ejemplo 29. Sintesis del compuesto comparativo 24.
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Se mezclé anidulafungina hemiaminal- (4-metoxi) feniltioéter (20 mg, 0,016 mmol) con serinol (114 mg) y
DMSO seco (15 mL). La mezcla se tapo bajo argdn y se calentd a 70°C durante 2,5 horas. La reaccion se diluyé con
metanol y agua, se acidificd mediante adicion de TFA, se diluyd adicionalmente con agua y se purific6 mediante
HPLC preparativa de RP eluyendo con CH3CN/H,O y TFA al 0,1%. El producto purificado se aisl6 por liofilizacion
para dar 13 mg del compuesto 24 como un sdlido blanco.

Ejemplo 30. Separacion de isémeros.

Se encontré que el Compuesto 1 purificado por RP HPLC preparativa eluyendo con CH3CN/H.O y TFA al
0,1% era una mezcla de isomeros (véanse las Figuras 3A y 3B). Se cree que los dos isémeros observados difieren
en estereoquimica en donde el sustituyente de colina esta unido al material de partida de anidulafungina (véanse los
isémeros representados a continuacion).
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Reivindicaciones

1.

Un compuesto que tiene la férmula:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2,

3.

10.

1.

12.

13.

El compuesto de la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto es una sal de acetato o una sal de cloruro.

Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de la reivindicacion 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3 que comprende la sal de acetato o la sal de cloruro de
un compuesto de la reivindicacion 1.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3 o 4, en la que dicha composicién farmacéutica esta
formulada para administracion tépica, parenteral, intravenosa, intraarterial, subcutanea, intramuscular,
intracraneal, intraorbital, oftalmica, intravenosa, intracapsular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal,
intranasal, aerosol, por supositorios, 0 administracion oral.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 3-5 para su uso en el tratamiento de una
infeccion fungica en un sujeto.

La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que dicha composicién
farmacéutica se formula para la administracion oral.

La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 6, en la que dicha composicion
farmacéutica se formula para la administracion intravenosa.

La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que dicha composicion
farmacéutica se formula para la administracion tépica.

La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que dicha composicion
farmacéutica se formula para la administracion subcutanea.

La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que dicha composicién
farmacéutica se formula para inhalacion.

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en
la que dicha composicién farmacéutica se administra para tratar una infeccion de flujo sanguineo o
infeccion tisular en dicho sujeto.

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-12, en la
que dicha infeccion fungica se selecciona de tifia capitis, tifia corporal, tifia pedis, onicomicosis,
perionicomicosis, pitiriasis versicolor, candidiasis oral, candidiasis vaginal, candidiasis del tracto
respiratorio, candidiasis biliar, candidiasis eosofagica, candidiasis del tracto urinario, candidiasis sistémica,
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15.
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candidiasis mucocutanea, aspergilosis, mucormicosis, paracoccidioidomicosis, blastomicosis
norteamericana, histoplasmosis, coccidioidomicosis, esporotricosis, sinusitis fungica o sinusitis cronica.

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-13, en la
que dicha infeccioén fungica es una infeccion de Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis, C. Lusitaniae, Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A.
candidus, A. clavatus o A. ochraceus.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la
prevencion, estabilizacion o inhibicion del crecimiento de hongos o la muerte de hongos.
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