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DESCRIPCION
Derivados de la anfotericina B con indice terapéutico mejorado
Antecedentes de la invencion

Durante mas de medio siglo, la anfotericina B (AmB) ha servido como el estandar de oro para el tratamiento de
infecciones por hongos sistémicas. La AmB tiene un amplio espectro de actividad, es fungicida y es eficaz incluso contra
cepas fungicas que son resistentes a muchos otros agentes!'! Sorprendentemente, la resistencia microbiana
clinicamente significativa ha permanecido excepcionalmente raral®? mientras que la resistencia a los antifingicos de
préxima generacion ha aparecido dentro de unos pocos afios de su introduccion clinica.?® 31 Desafortunadamente, la
AmB también es altamente toxica*! De este modo, con demasiada frecuencia se impide el tratamiento eficaz de las
infecciones por hongos sistémicas, no por falta de eficacia, sino por los efectos secundarios que limitan la dosis.’! Se
han realizado algunos progresos usando sistemas de administracion de liposomas, pero estos tratamientos son
prohibitivamente carosl”! y permanecen toxicidades significativas.l®! De este modo, un derivado de AmB menos toxico,
pero igualmente eficaz, tiene un gran impacto en la salud humana. Otros derivados antifingicos de anfoterina B también
se describen, por ejemplo, en el documento US5,204,330.

Resumen de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Cualquier divulgacion que se encuentre fuera del alcance de
dichas reivindicaciones no es parte de la invencion y solo tiene fines ilustrativos.

Un aspecto de la invencion es AmBMU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

AmBMU.

Un aspecto de la invencion es AmBAU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

OH NH;

AmBAU.

Un aspecto de la invencion es AmBCU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
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Jkﬁ,\)LDH

O Me
O\ _OH
OH NH;
AmBCU.

Un aspecto de la divulgacion es C3deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

Me
OH

OH NH:
C3deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C9deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

C9deOAmB.

Un aspecto de la divulgacion es C5deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

Me
OH

OH NH;

C5deOAmB.

Un aspecto de la divulgacion es C8deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

3
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C8deOQOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C11deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

Cl1deOAmB.

Un aspecto de la divulgacion es C13deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

Me
OH

OH NH;
Cl13deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C15deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

C15deOAmB.
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Un aspecto de la divulgacion es C3'deNH,AmB (C3’'deamino AmB; C3'deAAmMB) o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo

C3'deNH,AmB.
Un aspecto de la divulgacion es C4'deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

OH OH

C4'deOAmMB.

Un aspecto de la invencion es el compuesto X

Me
OH

OH NHFmoc

Un aspecto de la invencion es el compuesto 1
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Me
OH

OH NHFmoc

1.

Un aspecto de la invencién es un método de preparacion del compuesto 1 como se describe en la memoria descriptiva 'y
en los dibujos.

Un aspecto de la invencion es un método de preparacion de un derivado de anfotericina B de urea C16 segun una
cualquiera de las seis transformaciones mostradas en el esquema 2:

alquil O NH; 1* alquil GH MH;

ureas

2° alquil NH;
O 1 OH ureas

carbamatos

- RN Y
z ureas MH;

ramificadas OH
Esquema 2

en el que 1 representa
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Me
OH

0OH NHFmoc

y cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquilo de cadena lineal o
ramificada, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo, hidroxilo, sulfhidrilo,
carboxilo, amino, amido, azido, nitro, ciano, aminoalquilo y alcoxilo.

Un aspecto de la invencion es un método de preparacion de AmBMU como se describe en la memoria descriptiva y los
dibujos.

Un aspecto de la invencién es un método de preparacion de AmBAU como se describe en la memoria descriptiva y en
los dibujos.

Un aspecto de la invencion es un método de preparaciéon de AmBCU como se describe en la memoria descriptiva y en
los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C3deOAmMB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C9deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C5deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C8deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C11deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C13deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C15deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgacion es un método de preparacion de C3'deNH,AmB como se describe en la memoria
descriptiva y en los dibujos.

Un aspecto de la divulgaciéon es un método de preparacion de C4'deOAmB como se describe en la memoria descriptiva
y en los dibujos.

Un aspecto de la invencion es un método de inhibicion del crecimiento de un hongo, que comprende poner en contacto
un hongo con una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en AmBMU, AmBAU, AmBCU
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Un aspecto de la invenciéon son los compuestos de la reivindicacion 1 para uso en un método de tratamiento de una
infeccion por hongos en un sujeto, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en AmBMU, AmBAU, AmBCU, y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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En una realizacion, el compuesto se administra por via oral o intravenosa.
En una realizacién, el compuesto se administra por via oral.
En una realizacion, el compuesto se administra por via intravenosa.

Un aspecto de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en AmBMU, AmBAU, AmBCU y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos; y un portador
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicién farmacéutica es una forma de dosificacién oral o intravenosa.
En una realizacion, la composicién farmacéutica es una forma de dosificacién oral.

En una realizacién, la composicién farmacéutica es una forma de dosificacion intravenosa.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa férmulas estructurales de AmB y ciertos derivados de las mismas.

La figura 2 representa una serie de esquemas de sintesis de preparacion de derivados de C16 amino AmB haciendo
reaccionar urea 1 con cualquiera de una amplia gama de heteroatomos nucledfilos.

La figura 3A representa un analisis retrosintético de AmB basado en una estrategia de acoplamiento cruzado iterativo
usando cuatro bloques de construccion, BB1, BB2, BB3, y BB4.

La figura 3B representa un esquema para el analisis retrosintético de BB1 en dos fragmentos mas pequefios.
La figura 4A representa un esquema para la hidroboracién estereoselectiva de BB1 para instalar el estereocentro C11.

La figura 4B representa un esquema para la hidroboracién de C9-deoxy BB1 que da como resultado una mezcla de
diasteredmeros en C11.

La figura 5 representa una sintesis genérica de C5deOAmb usando una estrategia degradativa.
La figura 6 representa la sintesis total de AmB mediante acoplamiento cruzado iterativo.

La figura 7A representa un analisis retrosintético de C5deOAmMB que conduce a cuatro bloques de construccién, BB1,
BB2, BB3 y BB4.

La figura 7B representa un esquema para el analisis retrosintético de C5deOBB1 en dos fragmentos mas pequefios.

La figura 8A representa un analisis retrosintético de C8deOAmMB que conduce a cuatro bloques de construccién, BB1,
BB2, BB3 y BB4.

La figura 8B representa un esquema para el analisis retrosintético de C8deOBB1 basado en la reduccién de 47.

La figura 9A representa un analisis retrosintético de C9deOAmMB que conduce a cuatro bloques de construccién, BB1,
BB2, BB3 y BB4.

La figura 9B representa un esquema para el analisis retrosintético de C9deOBB1 en dos fragmentos mas pequefios.

La figura 10A representa un analisis retrosintético de C11deOAmB que conduce a cuatro bloques de construccion, BB1,
BB2, BB3 y BB4.

La figura 10B representa un esquema para el analisis retrosintético de C11deOBB1 en dos fragmentos mas pequefios.
La figura 11 representa una estrategia degradativa para sintetizar C13deOAmb.

La figura 12 representa una estrategia iterativa basada en el acoplamiento cruzado para la sintesis de C15deOAmB.
La figura 13 representa una estrategia de acilacion selectiva para la sintesis de C15deOAmB.

La figura 14 representa un esquema para la sintesis de C3'-deamino AmB (C3'deAAmB) usando una estrategia de
glucosilacion hibrida.

La figura 15 representa un esquema para la sintesis de C4'deOAmB a través de una estrategia de glucosilacion hibrida.

La figura 16 representa el esquema 3, un esquema para esfuerzos sintéticos hacia C3-deoxy AmB (C3deOAmb).
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La figura 17 representa el esquema 4, un esquema para la sintesis de la mitad izquierda de BB1 y el acoplamiento
eficiente de BB1 a BB2.

La figura 18 representa el esquema 5, un esquema para la sintesis de C9-deoxy AmB que contiene estados de
oxidacion y estereoquimica apropiados en cada carbono.

La figura 19 representa el esquema 6 segun el ejemplo 1.
La figura 20 representa el esquema 7 segun el ejemplo 2.
La figura 21 representa el esquema 8 segun el ejemplo 2.
La figura 22 representa el esquema 9 segun el ejemplo 2.
La figura 23 representa el esquema 10 segun el ejemplo 2.
La figura 24 representa el esquema 11 segun el ejemplo 2.
La figura 25 representa el esquema 12 segun el ejemplo 2.
La figura 26 representa el esquema 14 segun el ejemplo 3.
La figura 27 representa el esquema 15 segun el ejemplo 4.
La figura 28 representa el esquema 16 segun el ejemplo 4.
La figura 29 representa el esquema 17 segun el ejemplo 5.
La figura 30 representa el esquema 18 segun el ejemplo 5.
La figura 31 representa el esquema 20 segun el ejemplo 6.
La figura 32 representa el esquema 21 segun el ejemplo 7.
La figura 33 representa el esquema 22 segun el ejemplo 8.
La figura 34 representa el esquema 23 segun el ejemplo 8.
La figura 35 representa el esquema 24 segun el ejemplo 8.
La figura 36 representa el esquema 25 segun el ejemplo 9.
La figura 37 representa el esquema 26 segun el ejemplo 10.
La figura 38 representa el esquema 27 segun el ejemplo 11.

La figura 39 es un grupo de tres graficos que representan la carga fungica renal (unidades formadoras de colonias, cfu)
en ratones neutropénicos inoculados por via intravenosa con C. albicans y luego tratados dos horas después con una
Unica dosis intraperitoneal de control del vehiculo, AmB, AmBMU o AmBAU. Figura 39A, 1 mg/kg de AmB, AmBMU o
AmBAU. Figura 39B, 4 mg/kg de AmB, AmBMU o AmBAU. Figura 39C, 16 mg/kg de AmB, AmBMU o AmBAU.

La figura 40 es un grafico que representa la letalidad en ratones sanos de una sola administracion intravenosa en las
dosis indicadas de AmB, AmBMU o AmBAU.

Descripcion detallada

La falta de comprension de los mecanismos por los que la AmB es toxica para levaduras y células humanas ha
impedido hasta ahora el desarrollo racional de un derivado clinicamente exitoso. EI mecanismo de accién aceptado
desde hace mucho tiempo de AmB ha sido la formacion de canales idnicos dentro de la membrana celular que conduce
a la disrupcion del gradiente electroquimico y finalmente a la muerte celular.?® 1 Este modelo sugiere que el desarrollo
de un derivado menos téxico requiere la formacion selectiva del canal idnico en levadura frente a células humanas.l'®
Contrario a este modelo de larga duracién, nuestros investigadores descubrieron recientemente que el principal
mecanismo de accion de AmB no es la formacién de canales idnicos, sino la union simple al ergosterol. 'l Gray, KC et
al., Proc Natl Acad Sci USA 109:2234 (2012). Las células de levadura y humanas poseen diferentes esteroles,
ergosterol y colesterol, respectivamente. Por lo tanto, el nuevo modelo sugiere una hoja de ruta mas simple y mas
accionable para un indice terapéutico mejorado; esto es, un derivado de AmB menos téxico retendria una potente
capacidad de union al ergosterol, pero careceria de la capacidad de unir el colesterol. Recientemente nuestros
investigadores informaron que la eliminacion del grupo hidroxilo C2’' del azdcar micosamina produjo un derivado,
C2'deOAmB (Figura 1), que sorprendentemente retiene la capacidad de union al ergosterol, pero no muestra unién al
colesterol. Wilcock, BC et al., J Am Chem Soc 135:8488 (2013). De acuerdo con la hipotesis preferencial de unién al
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esterol, los estudios in vitro demostraron que C2'deOAmMB es tdxico para las levaduras, pero no para las células
humanas.

Para explicar por qué la eliminacion del alcohol C2’ da como resultado la pérdida de la capacidad de unién al colesterol,
mientras se mantiene la unién eficaz al ergosterol, se plante6 la hipétesis de que la estructura de AmB existe en una
conformacion de estado fundamental capaz de unir ambos esteroles. La eliminacion del alcohol C2’ potencialmente da
como resultado un cambio conformacional de la estructura de AmB que retiene la capacidad de union al ergosterol, pero
es incapaz de unirse al colesterol. Una molécula genérica es capaz de unirse a dos ligandos diferentes en un sitio de
union comun. La modificacién en un sitio distal al bolsillo de unién altera la conformacion del sitio de uniéon. Este
principio de modificacion alostérica provoca la unién preferencial de un ligando sobre el otro. Hasta donde se sabe, tales
efectos alostéricos selectivos de ligandos no se han observado previamente en interacciones molécula pequefia-
molécula pequefia. Alentadoramente, se han observado modificaciones alostéricas selectivas de ligandos en proteinas
que se unen a multiples ligandos en un sitio de union comun.['sl De este modo, se planted la hipdtesis de que la
eliminacién del alcohol C2’ modifica alostéricamente el bolsillo de unién al esterol, lo que explica la disminucién de la
capacidad de unién al colesterol.

Interesantemente, notamos en una estructura cristalina de rayos X previamente obtenida de N-yodoacil AmB un enlace
de hidrégeno puenteado con agua prominente que une el alcohol C2’ con el hemicetal C131'4 Se reconoce que si dicho
enlace de hidrégeno puenteado ayudara a rigidizar la conformacion del estado base de AmB, se seguiria que la
eliminacion del alcohol C2’ anula esta interaccion y potencialmente permite la adopcion de un conformador alternativo
de estado fundamental con afinidades alteradas por colesterol y ergosterol. El interés por esta capacidad de la
estructura cristalina para potencialmente racionalizar las observaciones con C2'deOAmB, se plantea la hipotesis de que
esta estructura cristalina puede representar la conformacién del estado fundamental de AmB, que es capaz de unirse
tanto al ergosterol como al colesterol. Siguiendo esta légica, se propone que la alteracién o eliminacion de cualquier otra
caracteristica rigidizante observada en la estructura cristalina podria permitir de forma similar el acceso a
conformaciones de estado fundamental alternativas y, por consiguiente, alterar el perfil de unién a esteroles AmB.
Guiada por esta logica, la inspeccion cuidadosa de la estructura cristalina de rayos X revelo tres caracteristicas
adicionales de rigidizacion intramolecular con el potencial de estabilizar el estado fundamental de AmB: 1) un puente de
sal entre el carboxilato C41 y el amonio C3’, 2) una red de enlaces de 1,3, 5 hidrégeno entre C1 carbonilo O, alcoholes
C3 y C5, y 3) una red de enlaces de 1,3,5 hidrégeno entre los alcoholes C9, C11 y C13. De este modo, se decide
interrogar sistematicamente las consecuencias de perturbar cada una de estas caracteristicas de estabilizacion
intramolecular para probar la validez del modelo de modificaciéon alostérica como una nueva forma de acceder
racionalmente a los derivados de AmB con un indice terapéutico mejorado.

Nuevo sitio alostérico #1: Carboxilato de C41-C3

La interaccion del puente de sal es la caracteristica energéticamente mas fuerte de las caracteristicas rigidizantes
propuestas. De este modo, la modificacion sistematica del grupo unido al carbono C16 se seleccioné como la primera
serie de derivados para sondear adicionalmente este modelo de modificacién alostérica. Se han informado multiples
derivados de AmB que modifican el carboxilato de C41, incluyendo ésteres y amidas, entre otros ['0¢ 10¢. 131 Sin embargo,
todos los derivados de AmB anteriores mantienen un atomo de carbono unido al carbono C16. Se plantea la hipétesis
que agregar un heteroatomo al carbono C16 tendria un gran impacto en la interacciéon del puente salino. Por lo tanto,
buscamos una estrategia de sintesis quimioselectiva eficiente para obtener acceso a dicha derivada. Para complicar tal
objetivo, AmB posee una gran variedad de grupos funcionales complejos y sensibles, lo que dificulta la sintesis directa
de derivados.

De acuerdo con la invencion, descubrimos que una corta secuencia de tres etapas de proteccion Fmoc, formaciéon de

metil cetal y reordenamiento de Curtius, promovida por difenil fosforilada, proporciona un isocianato intermedio que
queda atrapado intramolecularmente para generar oxazolidinona 1 (Esquema 1).[1]
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Esquema 1: Sintesis de derivados C16 AmB

AmB
1. FmocONSuccinimida O
2. C5A, MeQH >=
3. DPPA, Et:N
THF 50°C (etapa 3 44"-"5}"_ -
Me
NHFmoc
1 OH
1. HoNCHzCH:NHz 1. HaNMe 1. B-Alanina Aliéster-HCI
THF 40°C; THF 23°C; HCO:H, H:O
HCO;H, H,0 HCO.H, H,O 2. Pd{PPhg)s, Acido tiosaliciico
(42%;) {36%) {etapa 2 17%)
OH OH
‘.‘UFb ‘..Dl'b
oH 0, K I A~ NH, OH 0, K A Me
H H H H
= =
M M
0‘393,8... O—SBQ—SH
2 NH; 3 NH;
AmBAU OH AmBmu ©OH AamBcu OH

Esta secuencia facil genera rapidamente cantidades de gramos de intermedio versatil 1 de una manera quimioselectiva
de AmB. La interceptacion de 1 con una variedad de nucledfilos de amina abre eficientemente la oxazolidinona al tiempo
que escinde concomitantemente el grupo protector de Fmoc. Por ejemplo, la exposicion de 1 a etilendiamina, seguida
de hidrolisis de metilcetal en agua acida, genera aminoetilurea (AmBAU) 2 con un rendimiento del 42%.'"1 De forma
similar, usando metilamina accede a metilurea (AmBMU) 3 con un 36% de rendimiento desde 1. La exposicion de 1 a p-
alanina alilester seguida de la eliminacion de alilo con Pd(PPhs)s y el acido tiosalicilico produce etilcarboxilatourea
(AmBCU) 4. Esta versatil estrategia de sintesis permite el acceso eficiente a una variedad diversa de derivados de urea
AmB y es capaz de generar grandes cantidades de derivados de urea debido a su eficiencia de sintesis.

Con acceso eficiente a este nuevo quimotipo de AmB, se compararon las ureas 2-4 con AmB y una gama de derivados
de AmB previamente informados en un cribado de toxicidad de células humanas y antifingicas in vitro. La toxicidad de
la levadura se midi6é con ensayos de microdilucion en caldo (MIC) contra Saccharomyces cerevisiae. La toxicidad de las
células humanas se estudié determinando la cantidad de compuesto requerida para causar un 90% de hemodlisis de
eritrocitos humanos (EHgp). Estos resultados se resumen en la tabla 1. La anfotericina B inhibe el crecimiento de S.
cerevisiae a 0.5 uM mientras que el 90% de la lisis de los gldbulos rojos se produce a solo 10.4 uM. La eliminacion de
micosamina (AmdeB) anula por completo la actividad de destruccion de células en ensayos de ambas levaduras y
células humanast'®® '8 La esterificacion de metilo (AmBME) conserva actividad antifingica a 0.25 uM frente a S.
cerevisiae, mientras que disminuye la concentracion de hemdlisis a un tercio del visto con AmB. C41MetilAmB muestra,
similar a AmBME, una MIC de 0.5 uM mientras causa hemdlisis a 22.0 pM{'%¢ 81 Como se observo previamente, la
amidacién simple para formar el derivado amino amida de AmB, AmBMA o metilamida AmBMA aumenté la potencia
contra la levadura a 0.03 uM y 0.25 uM respectivamente. La actividad de hemolisis se mantuvo similar a AMBME y
C41MeAmB. Se ha demostrado anteriormente que el derivado de amida bis-amino alquilado AmMBNR; mejora
moderadamente el indice terapéutico.l' De acuerdo con el precedente, AmMBNR, muestra una mayor actividad
antifingica en comparacion con AmB, mientras que requiere concentraciones elevadas para causar hemodlisis a 48.5
puM.

Tabla 1: Actividad biolégica in vitro de derivados de AmB

Nombre Compuesto MIC (uM) S.cerevisiae EH90 ((uM) gldbulos rojos
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Los derivados 2-4 de urea mantienen una potente actividad antifungica que varia desde 0.125 yM a 3 uM frente a S.
cerevisiae. Sorprendentemente, 2-4 poseian una toxicidad disminuida drasticamente hacia los glébulos rojos. AmBMU y
AmBAU no alcanzaron un EHgp incluso a 500 pM, mayor que 45x que se observd con AmB. AmBCU requirié 324 uM
para causar un 90% de hemodlisis en los glébulos rojos, mas de 30 veces requerido por AmB. Alentados por este cribado
de indice terapéutico inicial, la serie de urea se probd adicionalmente contra la linea de células fungicas clinicamente
relevante Candida albicans. C. albicans es la infeccion por hongos humana mas comun. La AmB inhibe la levadura
cultivada de C. albicans a 0.25 uM. De forma similar a la tendencia observada con S. cerevisiae, la potencia de los
derivados de urea 3-5 aumenté con el aumento de la cantidad de caracter cationico. AmMBAU, AmBMU y AmBCU
requieren 0.25, 0.5y 1 uM respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2: Actividad antifingica in vitro de derivados de urea AmB contra C. albicans

Compuesto | AmB | AmBMU | AmBAU | AmBCU

MIC (uM) | 0.25 | 05 0.25 1

Siguiendo el modelo de modificacion alostérica, se plantea la hipétesis que las ureas 2-4 mantienen una potente
capacidad de unién al ergosterol, pero han perdido la capacidad de unir el colesterol. Para probar esta hipdtesis,
actualmente se esta llevando a cabo un ensayo de RMN en estado sélido para determinar las constantes de union de
AmBMU, como representante de la nueva clase de urea, tanto a ergosterol como a colesterol.

La estrategia presentada anteriormente se puede usar para acceder a una amplia variedad de derivados de AmB con
una amina afiadida a la posicion C16. La abertura de la oxazolidinona 1 con una variedad de nucledfilos (por ejemplo,
aminas, alcoholes y fenoles) podria acceder eficazmente a una amplia gama de derivados de urea o carbamato. Un
pequefio subconjunto de los posibles derivados accesibles se describe en el esquema 2 (Figura 2). La oxazolidinona 1
podria ser interceptada con aminas primarias para generar ureas primarias, aminas secundarias para generar ureas
secundarias y aminas primarias con ramificacion alfa para crear ureas con estereoquimica introducida en la posicion
alfa. Ademas, la oxazolidinona 1 podria abrirse con anilinas para crear aril ureas, fenoles para crear aril carbamatos o
alcoholes para generar alquil carbamatos.

Los ejemplos de aminas incluyen, sin limitacion, 1-(1-naftil) etilamina; 1-(2-naftil)etilamina; 1-(4-bromofenil)etilamina; 1,1-
difenil-2-aminopropano; 1,2,2-trifeniletilamina; 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina; 1,2-Bis(2-hidroxifenil)etilendiamina; 1-
amino-2-benciloxiciclopentano; 1-aminoindano; 1-bencil-2,2-difeniletilamina; 1-ciclopropiletilamina; 1-fenilbutilamina; 2-
(3-cloro-2,2-dimetil-propionilamino)-3-metilbutanol; 2-(dibencilamino)propionaldehido; 2,2-dimetil-5-metilamino-4-fenil-
1,3-dioxano; 2-amino-1-fluoro-4-metil-1,1-difenilpentano;  2-amino-3,3-dimetil-1,1-difenilbutano;  2-amino-3-metil-1,-
difenilbutano; 2-amino-3-metilbutano; 2-amino-4-metil-1,1-difenilpentano; 2-aminoheptano; 2-aminohexano; 2-
aminononano; 2-aminooctano; 2-cloro-6-fluorobencilamina; 2-metoxi-a-metilbencilamina; 2-metil-1-butilamina; 2-
metilbutilamina; 3,3-dimetil-2-butilamina; 3,4-dimetoxi-a-metilbencilamina; acido 3-amino-2-(hidroximetil)propionico; 3-
bromo-a-metilbencilamina; 3-cloro-a-metilbencilamina; 4-cloro-o-metilbencilamina; 4-ciclohexeno-1,2-diamina; 4-fluoro-
a-metilbencilamina; 4-metoxi-a-metilbencilamina; 7-amino-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftol; Bis[1-feniletillamina; bornilamina;
clorhidrato de cis-2-aminociclopentanol; cis-mirtanilamina; cis-N-Boc-2-aminociclopentanol; isopinocamfeilamina; acetal
de etileno de L-allisina; sal de p-toluenosulfonato de 3-aminobutirato de metilo; N, N-dimetil-1,1'-binaftildiamina; N, N-
dimetil-1-(1-naftil)etilamina; N, N-dimetil-1-feniletilamina; N, a-dimetilbencilamina; N-alil-a-metilbencilamina; N-bencil-a-
metilbencilamina; sec-butilamina; trans-2-(aminometil) ciclohexanol; clorhidrato de trans-2-amino-1,2-dihidro-1-naftol;
trans-2-benciloxiciclohexilamina; a, 4-dimetilbencilamina; a-etilbencilamina; a-metilbencilamina; y f-metilfenetilamina.

Nuevo sitio alostérico # 2: C1 Carbonil O, Red de enlace de hidrogeno y alcohol C3 y C5

Habiendo desarrollado notablemente un segundo conjunto de derivados que soportan el modelo de modificacion
alostérica como guia para desarrollar derivados de AmB menos toxicos, se disefiaron los marcos de enlaces de
hidrégeno de poliol. Idealmente, la eliminacion simple del alcohol ya sea C3 o C11 aboliria por completo la red de
enlaces de hidrogeno extendida observada. Una sintesis degradativa quimioselectiva de cualquier derivado
desoxigenado es una tarea sintética desafiante ya que la seleccion quimioselectiva de uno de los nueve alcoholes
secundarios presentes en la estructura de AmB no es trivial. Un subproducto de la reaccion insinud que el alcohol C3
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podria potencialmente ser objetivo quimioselectivamente debido a su posicion beta al carbonilo C1. Alentados por este
resultado preliminar, se buscd la sintesis de C3desoxiAmB.

Se genero rapidamente un intermedio apropiado totalmente protegido a partir de AmB (Esquema 3, Figura 16). Esta
secuencia implicaba la proteccion de Alloc de la amina, la formacién de p-metoxifenilacetal C3/C5 y C9/C11, la sililacion
de TES de los alcoholes restantes vy, finalmente, la formacion de TMSE del carboxilato C16 para formar el intermedio 5
totalmente protegido. La exposicion de 5 a NaHMDS en las bajas temperaturas eliminan suavemente el alcohol C3,
generando una a-f lactona insaturada. La reduccion de Stryker de este intermedio redujo eficientemente la insaturacion
produciendo 6, dejando solo una secuencia de desproteccion para generar C3deOAmB. La exposicion de 6 a HF
elimind limpiamente los grupos de TES, seguido de la eliminacién de TMSE promovido por TBAF. La hidrolisis de metil
cetal y PMP cetal se logré concomitantemente en condiciones acidas con HCI. Actualmente se estan realizando
esfuerzos para lograr la desproteccion Alloc final de 7 y sintetizar C3deOAmB.

Nuevo sitio alostérico # 3: Red de enlace de hidrogeno C9, C11, C13

Aunque se puede acceder a multiples derivados de AmB usando la degradacién del producto natural, muchos derivados
no son facilmente accesibles desde esta plataforma. Una sintesis total eficiente y flexible complementaria la sintesis
degradativa como una plataforma para acceder a los derivados de AmB.% Por ejemplo, la sintesis total es una
estrategia capaz de generar deoxy AmB ya sea C9 o C11 para sondear el sitio final propuesto de modificacion
alostérica. Con este objetivo en mente, se desarroll6 una estrategia de sintesis total basada en la plataforma iterativa de
acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura (ICC), eficiente y flexible.?'! Como se muestra en la figura 3A, AmB se divide
retrosintéticamente en cuatro bloques de construccion (BB1-4). Usando solo el acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura
de forma iterativa se pretende formar enlaces entre los bloques de construccion 1y 2,2y 3,y 3 y 4. Posteriormente, la
macrolactonacion y la desproteccion global completarian la sintesis total. Usando esta estrategia, la sintesis de C11
deoxy AmB podria lograrse simplemente sustituyendo BB1 con C11 deoxy BB1, dejando el resto de la sintesis sin
cambios.

Para lograr esta tarea de sintesis desafiante, la sintesis de BB1 preferiblemente sera eficiente, escalable y capaz de
almacenamiento a largo plazo. Como se muestra en la figura 3B, se planea generar BB1 protegido (9) uniendo los
fragmentos 10 y 11. La hidroboracion de 9 con 9BBN-borano lo prepara para el acoplamiento de Suzuki con BB2. Se
han realizado dos contribuciones clave a este esfuerzo de sintesis total. Primero, se disefié una ruta escalable al
fragmento clave 10. Luego, una vez completada la sintesis de BB1, se investigé el acoplamiento cruzado de BB1 a BB2
en un sistema modelo.

Tres aspectos de la sintesis inicial de 10 provocan la mejora.l?? La ruta existente prosiguié con un rendimiento global del
3%, requirié el uso a gran escala de reactivos toxicos y procedio a través de productos intermedios no susceptibles de
almacenamiento a largo plazo. Se desarroll6 una sintesis de 22 generacion de 10 (Esquema 4, Figura 17) para abordar
estos problemas. La combinacion de dieno de Chan y cinamaldehido en presencia de un complejo de titanio/BINOL
provocod una reaccion aldolica extendida enantioselectiva. 2% Luego, una secuencia de reduccién de syn, cetalacion y
ozondlisis generd el aldehido 10 deseado con un rendimiento global del 40% a partir de 12. Esta sintesis elimina
multiples etapas, al tiempo que evita los productos quimicos toxicos no deseados. El precursor de estireno a 10
demostré ser altamente cristalino. Esta propiedad resulté ventajosa, ya que podria almacenarse durante largos periodos
de tiempo sin descomposicion.

Con un acceso eficiente a 10 establecido, la combinacion con el B-ceto fosfonato 11 seguido de una secuencia de 5
etapas produjo el borano 14. Con 14 en cuestion, se seleccioné un acoplamiento cruzado reproducible con BB2. Se
predijo que esta transformacion seria la mas dificil en la secuencia ICC ya que es el Unico acoplamiento cruzado sp2-
sp3. En condiciones anhidras, no observamos ninguin acoplamiento productivo entre 14 y BB2 sustituto 15, en el que el
azucar se imita con un grupo MOM. Sin embargo, la adicion de 3 equivalentes de agua, equimolares a la base,
promovié la formacion del enlace deseado. EI MIDA boronato en BB2 es estable a estas condiciones de reaccion
semiacuosas. Estas condiciones se tradujeron en el acoplamiento de BB1 con el BB2 glicosilado con un rendimiento del
60-70%. Los esfuerzos actuales se centran en completar la secuencia ICC, la macrolactonacion y la desproteccion.

La sintesis derivativa de AmB usando la estrategia ICC implica solo un simple intercambio de uno de los bloques de
construccion para un bloque de construccidon desoxigenado apropiado. Como una demostracion de esta flexibilidad
inherente, se han realizado esfuerzos para la sintesis de C9 deoxy BB1. La instalacion del estereocentro C11 para BB1
14 se logra a través de una hidroboracion estereoselectiva de 9BBN que avanza a través de un estado de transicion
similar a una silla que da como resultado solo un resultado estereoquimico observado (Figura 4A). Si el alcohol C9 no
esta presente, es imposible un estado de transicién similar a una silla. Por lo tanto, la hidroboracién daria como
resultado una mezcla de diasteredmeros. Para superar esta limitacion, el 9-deoxy BB1 se ensamblo
estereoselectivamente de forma lineal comenzando con un MIDA boronato. Esta ruta aprovecha la capacidad de los
MIDA boronatos para resistir una variedad de transformaciones de sintesis comunes.[?*

Partiendo de alil MIDA boronato 17, una corta secuencia de ozondlisis, alilacion de Brown, proteccién TBS e
hidroboracién/oxidacion dio como resultado el aldehido 18 (Esquema 5, Figura 18). Durante esta secuencia inicial, se
descubrié que un blanqueador, en lugar del peréxido de hidrégeno/hidroxido de sodio tipico, el tratamiento oxidativo del
producto de alilacién de Brown inicial oxidaba eficazmente el enlace carbono-boro sin descomposicion del MIDA
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boronato. La exposicion de 18 a dimetil metil fosfonato litiado, seguida de oxidacion de Dess-Martin, produjo la B-ceto
fosfonato 19. Demostrando la naturaleza convergente de la estrategia de sintesis BB1, la combinacion de 19 con 10, el
mismo aldehido usado para BB1 completamente oxidado, en un acoplamiento de Horner-Wadsworth-Emmons
proporciond el éster a-fllinsaturado 20. La reduccion del carbonilo con el catalizador (R)-CBS, seguido de la

5 hidrogenacion catalitica, produjo 21. Este intermedio C9 deoxy BB1 contiene la estructura de carbono completo en el
estado de oxidacion correcto con toda la estereoquimica preinstalada. Solo se requiere una protecciéon TBS para realizar
un analogo C9 deoxy BB1 listo para la desproteccion MIDA boronato y el acoplamiento con BB2.

Compuestos de la invencién

Un aspecto de la invencion es AmBMU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

AmBMU.
10

Un aspecto de la invencion es AmBAU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

AmBAU.

Un aspecto de la invenciéon es AmBCU o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

8] 0
'JLH/\)\GH
Me
OH

OH NH3

AmBCU.

15 Un aspecto de la divulgacion es C3deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
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C3deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C9deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

C9deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C5deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

C5deOAmB.

Un aspecto de la divulgacion es C8deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

16



ES 2 682 328 T3

C8deOAmMB.

Un aspecto de la invencion es C11deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

ClldeOAmB.

Un aspecto de la divulgacion es C13deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

Me
OH

OH NH;

Cl13deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C15deOAmMB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
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Me
OH

OoH NH>
Cl15deOAmMB.

Un aspecto de la divulgacion es C3'deNH2AmB (C3’deamino AmB; C3'deAAmB) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo

C3'deNH>AmB.

5 Un aspecto de la divulgacion es C4'deOAmB o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

C4'deOAmMB.

Un aspecto de la invencion es el compuesto X

18
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Me
OH

OH NHFmoc

Un aspecto de la invencion es el compuesto 1

Me
OH

OH NHFmoc

Un aspecto de la invencion es un método de preparacion de un derivado de urea C16 de anfotericina B segun una
5 cualquiera de las seis transformaciones mostradas en el esquema 2:
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6—vo o
alquil NH; 1* alquil MH;

ureas

carbamatos OH
HO™ R
H:N" R

Me
OW&E‘M 2° alquil NH,
OH

OH
carbamatos OH 1 ureas
= R
]
R
[}
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H
0
H O, NSNS J,LN 'J“n
b H

- RN Y
z ureas MH;

ramificadas OH
Esquema 2

en el que 1 representa

Me
OH

OH NHFmaoc

1.y

cada caso de R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, alquilo de cadena
lineal y ramificada, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo, hidroxilo,
sulfhidrilo, carboxilo, amino, amido, azido, nitro, ciano, aminoalquilo y alcoxilo.

El término "alquilo" esta reconocido en la técnica, e incluye grupos alifaticos saturados, que incluyen grupos alquilo de
cadena lineal, grupos alquilo de cadena ramificada, grupos cicloalquil (aliciclicos), grupos cicloalquilo sustituidos con
alquilo, y grupos alquilo sustituidos con cicloalquilo. En ciertas realizaciones, un alquilo de cadena lineal o de cadena
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ramificada tiene aproximadamente 30 o menos atomos de carbono en su cadena principal (por ejemplo, C4-C3o para
cadena lineal, Cs-C3 para cadena ramificada), y alternativamente, aproximadamente 20 o menos. Asimismo, los
cicloalquilos tienen desde aproximadamente 3 a aproximadamente 10 atomos de carbono en su estructura de anillo, y
alternativamente aproximadamente 5, aproximadamente 6 o aproximadamente 7 carbonos en la estructura de anillo.

Los términos "alquenilo" y "alquinilo" estan reconocidos en la técnica y se refieren a grupos alifaticos insaturados
analogos en longitud y posible sustitucion a los alquilos descritos anteriormente, pero que contienen al menos un enlace
doble o triple respectivamente.

A menos que se especifique el nimero de carbonos, "alquilo inferior" se refiere a un grupo alquilo, como se definid
anteriormente, pero que tiene de uno a aproximadamente diez carbonos, alternativamente de uno a aproximadamente
seis atomos de carbono en su estructura de cadena principal. Del mismo modo, "alquenilo inferior" y "alquinilo inferior"
tienen longitudes de cadena similares.

El término "aralquilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo arilo (esto es,
un grupo aromatico o heteroaromatico).

El término "arilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a grupos aromaticos de un solo anillo de 5, 6 y 7 miembros
que pueden incluir de cero a cuatro heteroatomos, por ejemplo, benceno, naftaleno, antraceno, pireno, pirrol, furano,
tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina, y similares. Aquellos grupos arilo
que tienen heteroatomos en la estructura del anillo también se pueden denominar "heterociclos de arilo" o
"heteroaromaticos". El anillo aromatico puede estar sustituido en una o mas posiciones del anillo con tales sustituyentes
como, por ejemplo, halégeno, azida, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, sulfonamido, cetona,
aldehido, éster, heterociclilo, unidades estructurales aromaticas o heteroaromaticas, -CF3, -CN, o similares. El término
"arilo" también incluye sistemas de anillos policiclicos que tienen dos o mas anillos ciclicos en los que dos o mas
carbonos son comunes a dos anillos contiguos (los anillos son "anillos fusionados") en el que al menos uno de los
anillos es aromatico, por ejemplo, otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos y/o
heterociclilos.

El término "heteroatomo" esta reconocido en la técnica y se refiere a un atomo de cualquier elemento distinto de
carbono o hidrégeno. Los heteroatomos ilustrativos incluyen boro, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre y selenio.

El término "nitro" esta reconocido en la técnica y se refiere a -NOx.

El término "halégeno” esta reconocido en la técnica y se refiere a -F, -Cl, -Br o -I.
El término "sulfhidrilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a -SH.

El término "hidroxilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a -OH.

El término "sulfonilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a -SO»-.

Los términos "amina" y "amino" estan reconocidos en la técnica y se refieren tanto a aminas sustituidas como no
sustituidas, por ejemplo, una unidad estructural que se puede representar por las formulas generales:

L

R50 !

T

—N\ —T—RSS
R51 RS2

en las que R50, R51 y R52 representan cada uno independientemente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, -(CHz)m-
R61, o R50 y R51, tomados junto con el atomo de N al que estan unidos, completan un heterociclo que tiene de 4 a 8
atomos en la estructura del anillo; R61 representa un arilo, un cicloalquilo, un cicloalquenilo, un heterociclo o un
policiclo; y m es cero o un nimero entero en el intervalo de 1 a 8. En otras realizaciones, R50 y R51 (y opcionalmente
R52) representan cada uno independientemente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo o -(CH2)n-R61. De este modo, el

término "alquilamina" incluye un grupo amina, como se definié anteriormente, que tiene un alquilo sustituido o no
sustituido unido a este, esto es, al menos uno de R50 y R51 es un grupo alquilo.

El término "amido" se reconoce en la técnica como un carbonilo amino-sustituido e incluye una unidad estructural que se
puede representar mediante la férmula general:
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R51
N

R50

en la que R50 y R51 son como se definen anteriormente. Ciertas realizaciones de la amida en la presente invencion no
incluiran imidas que pueden ser inestables.

Los términos "alcoxilo" o "alcoxi" estan reconocidos en la técnica y se refieren a un grupo alquilo, como se definié
anteriormente, que tiene un radical de oxigeno unido al mismo. Los grupos alcoxilo representativos incluyen metoxi,
etoxi, propiloxi, tert-butoxi y similares.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un portador farmacéuticamente aceptable. También se proporciona un
método de preparacion de tales composiciones farmacéuticas. El método comprende colocar un compuesto de la
invencioén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en un portador farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la invencion y las composiciones farmacéuticas de la invencion son utiles para inhibir el crecimiento
de un hongo. En una realizacion, una cantidad eficaz de un compuesto de la invencidon se pone en contacto con un
hongo, por consiguiente, inhibiendo el crecimiento del hongo. En una realizacion, un compuesto de la invenciéon, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se afiade o se incluye en un medio de cultivo tisular.

Los compuestos de la invencion y las composiciones farmacéuticas de la invencion son Utiles para el tratamiento de
infecciones por hongos en un sujeto. En una realizacion, una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a un sujeto que lo necesite, por
consiguiente, tratando la infecciéon por hongos.

Un hongo es un organismo eucariota clasificado en el reino de los hongos. Los hongos incluyen levaduras, mohos y
organismos mas grandes, incluidos los hongos. Las levaduras y los mohos tienen relevancia clinica como agentes
infecciosos.

Las levaduras son organismos eucariotas clasificados en el reino Hongos. Las levaduras se describen por lo general
como formas de hongos en ciernes. De particular importancia en relacién con la invencion son especies de levadura que
pueden causar infecciones en huéspedes mamiferos. Tales infecciones ocurren mas comunmente en huéspedes
inmunocomprometidos, que incluyen huéspedes con barreras comprometidas a la infeccion (por ejemplo, victimas de
quemaduras) y huéspedes con sistemas inmunes comprometidos (por ejemplo, huéspedes que reciben quimioterapia o
terapia inmunosupresora, y huéspedes infectados con HIV). Las levaduras patégenas incluyen, sin limitacion, diversas
especies del género Candida, asi como de Cryptococcus. De particular interés entre las levaduras patégenas del género
Candida estan C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C.
viswanathii, y C. lusitaniae. El género Cryptococcus incluye especificamente Cryptococcus neoformans. La levadura
puede causar infecciones de las membranas de la mucosa, por ejemplo, infecciones orales, esofagicas y vaginales en
humanos, asi como infecciones de los huesos, la sangre, el tracto urogenital y el sistema nervioso central. Esta lista es
ejemplar y no es limitante de ninguna manera.

Un ndmero de hongos (aparte de la levadura) puede causar infecciones en huéspedes mamiferos. Tales infecciones
ocurren mas comunmente en huéspedes inmunocomprometidos, que incluyen huéspedes con barreras comprometidas
a la infeccion (por ejemplo, victimas de quemaduras) y huéspedes con sistemas inmunes comprometidos (por ejemplo,
huéspedes que reciben quimioterapia o terapia inmunosupresora, y huéspedes infectados con HIV). Los hongos
patégenos (aparte de la levadura) incluyen, sin limitacion, especies de Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Histoplasma,
Coccidioides, Blastomyces, Trichophyton, Microsporum, y Epidermophyton. De particular interés entre los anteriores
estan A. fumigatus, A. flavus, A. niger, H. capsulatum, C. immitis, y B. dermatitidis. Los hongos pueden causar
infecciones sistémicas y de tejidos profundos en los pulmones, los huesos, la sangre, el tracto urogenital y el sistema
nervioso central, por nombrar algunos. Algunos hongos son responsables de las infecciones de la piel y las ufias.

Como se usa en este documento, "inhibir" o "que inhibe" significa reducir en una cantidad o grado mensurables
objetivamente en comparacion con el control. En una realizacion, los medios de inhibicion o que inhiben se reducen en
al menos una cantidad estadisticamente significativa en comparacién con el control. En una realizacion, los medios de
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inhibiciéon o que inhiben se reducen en al menos 5 por ciento en comparacién con el control. En diversas realizaciones
individuales, los medios de inhibicién o que inhiben se reducen en al menos 10, 15, 20, 25, 30, 33, 40, 50, 60, 67, 70,
75, 80, 90, o0 95 por ciento (%) en comparacion con el control.

Como se usa en este documento, los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a realizar una intervencion que resulta
en (a) prevenir una afeccion o enfermedad en un sujeto que puede estar en riesgo de desarrollarse o predispuesto a
tener la afeccion o enfermedad, pero aun no se ha diagnosticado que la tenga; (b) inhibir una afecciéon o enfermedad,
por ejemplo, ralentizar o detener su desarrollo; o (c) aliviar o mejorar una afeccion o enfermedad, por ejemplo, causando
la regresion de la afeccion o enfermedad. En una realizacion, los términos "tratar" y "tratamiento” se refieren a realizar
una intervencién que da como resultado (a) inhibir una afeccion o enfermedad, por ejemplo, ralentizar o detener su
desarrollo; o (b) aliviar o mejorar una afeccién o enfermedad, por ejemplo, causando la regresion de la afeccion o
enfermedad.

Una "infeccion por hongos" como se usa en este documento se refiere a una infeccién en o de un sujeto con un hongo
como se define en este documento. En una realizacion, el término "infeccion por hongos" incluye una infeccion de
levadura. Una "infeccién de levadura" como se usa en este documento se refiere a una infeccion en o de un sujeto con
una levadura como se define en este documento.

Como se usa en este documento, un "sujeto" se refiere a un mamifero vivo. En diversas realizaciones, un sujeto es un
mamifero no humano, que incluye, sin limitaciéon, un ratén, rata, hamster, cobaya, conejo, oveja, cabra, gato, perro,
cerdo, caballo, vaca o primate no humano. En una realizacién, un sujeto es un humano.

Como se usa en este documento, un "sujeto que tiene una infeccion por hongos o levadura" se refiere a un sujeto que
exhibe al menos una manifestacion objetiva de una infeccidon por hongos o levadura. En una realizacion, un sujeto que
tiene una infeccion por hongos o levadura es un sujeto que ha sido diagnosticado con una infecciéon por hongos o
levadura y que necesita tratamiento de los mismos. Los métodos para diagnosticar una infeccion por hongos o levadura
son bien conocidos y no necesitan describirse en este documento en detalle.

Como se usa en este documento, "administracion" tiene su significado habitual y abarca la administracion por cualquier
via de administracion apropiada, que incluye, sin limitacién, inyeccion directa intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intratecal, intraocular (por ejemplo, intravitrea), subcutanea (para ejemplo, en un tumor), por mucosa, inhalacion, por via
oral y topica.

En una realizacion, la administracién es intravenosa.
En una realizacion, la administraciéon es por via oral.

Como se usa en este documento, la frase "cantidad eficaz" se refiere a cualquier cantidad que sea suficiente para lograr
un efecto bioldgico deseado.

Como se usa en este documento, la frase "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad que es suficiente
para lograr un efecto terapéutico deseado, por ejemplo, para tratar una infeccion por hongos o levadura.

Los compuestos de la invenciéon se pueden combinar con otros agentes terapéuticos. El compuesto de la invencion y
otro agente terapéutico se pueden administrar de forma simultanea o secuencial. Cuando los otros agentes terapéuticos
se administran simultaneamente, se pueden administrar en la misma formulacién o en formulaciones separadas, pero se
administran sustancialmente al mismo tiempo. Los otros agentes terapéuticos se administran secuencialmente entre siy
con el compuesto de la invencion, cuando la administracion de los otros agentes terapéuticos y el compuesto de la
invencion se separa temporalmente. La separacion en el tiempo entre la administracién de estos compuestos puede ser
cuestion de minutos o puede ser mas larga.

Los ejemplos de otros agentes terapéuticos incluyen otros agentes antifingicos, que incluyen AmB, asi como otros
antibioticos, agentes antivirales, agentes antiinflamatorios, agentes inmunosupresores y agentes anticancerosos.

Como se indic6 anteriormente, una "cantidad eficaz" se refiere a cualquier cantidad que sea suficiente para lograr un
efecto biolégico deseado. Combinado con las ensefianzas proporcionadas en este documento, eligiendo entre los
diversos compuestos activos y factores de ponderacion tales como potencia, biodisponibilidad relativa, peso corporal del
paciente, gravedad de efectos secundarios adversos y modo de administracion preferido, se puede planificar un régimen
de tratamiento profilactico o terapéutico eficaz que no causa una toxicidad no deseada sustancial y, sin embargo, es
eficaz para tratar el sujeto particular. La cantidad eficaz para cualquier aplicacion particular puede variar dependiendo de
factores tales como la enfermedad o afeccion que se trata, el compuesto particular de la invencion que se administra, el
tamafio del sujeto, o la gravedad de la enfermedad o afeccién. Un experto en el arte puede determinar empiricamente la
cantidad eficaz de un compuesto particular de la invencion y/u otro agente terapéutico sin necesidad de una
experimentacion excesiva. Generalmente se prefiere que se use una dosis maxima, es decir, la dosis segura mas alta
segun algun juicio médico. Se pueden contemplar dosis multiples por dia para alcanzar niveles sistémicos apropiados
de compuestos. Los niveles sistémicos apropiados se pueden determinar, por ejemplo, midiendo el nivel plasmatico pico
o sostenido del farmaco del paciente. "Dosis" y "dosificacion" se usan indistintamente en este documento.
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Generalmente, las dosis orales diarias de los compuestos activos seran, para sujetos humanos, de aproximadamente
0.01 miligramos/kg por dia a 1000 miligramos/kg por dia. Se espera que las dosis orales en el intervalo de 0.5 a 50
miligramos/kg, en una o varias administraciones por dia, produzcan los resultados deseados. La dosificacion se puede
ajustar apropiadamente para alcanzar los niveles de farmaco deseados, locales o sistémicos, dependiendo del modo de
administracion. Por ejemplo, se espera que la administracion intravenosa sea de un orden a varios ordenes de
magnitud, dosis mas baja por dia. En el caso de que la respuesta en un sujeto sea insuficiente con dichas dosis, se
pueden emplear dosis incluso mayores (o dosis mas altas eficaces por una via de administracion diferente, mas
localizada) en la medida en que lo permita la tolerancia del paciente. Se contemplan dosis multiples por dia para
alcanzar niveles sistémicos apropiados de compuestos.

En una realizacion, la administracion intravenosa de un compuesto de la invencidon puede ser por lo general de 0.1
mg/kg/dia a 20 mg/kg/dia. De este modo, la dosificacion intravenosa puede ser similar a, o ventajosamente, puede
exceder las dosis maximas toleradas de AmB.

Para cualquier compuesto descrito en este documento, la cantidad terapéuticamente eficaz se puede determinar
inicialmente a partir de modelos animales. También se puede determinar una dosis terapéuticamente eficaz a partir de
datos humanos para compuestos de la invencion que se han probado en humanos y para compuestos que se sabe que
presentan actividades farmacoldgicas similares, tales como otros agentes activos relacionados. Se pueden requerir
dosis mas altas para la administracion parenteral. La dosis aplicada se puede ajustar basandose en la biodisponibilidad
relativa y la potencia del compuesto administrado. El ajuste de la dosis para lograr la maxima eficacia en base a los
métodos descritos anteriormente y otros métodos que son bien conocidos en la técnica estan dentro de las capacidades
del experto en el arte.

Las formulaciones de la invencién se administran en soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener
rutinariamente concentraciones farmacéuticamente aceptables de sal, agentes reguladores, conservantes, portadores
compatibles, adyuvantes, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

La anfotericina B esta disponible comercialmente en varias formulaciones, que incluyen formulaciones basadas en
desoxicolato y formulaciones basadas en lipidos (que incluyen liposomas). Los compuestos derivados de anfotericina B
de la invencion se pueden formular de manera similar, por ejemplo, y sin limitaciéon, como formulaciones basadas en
desoxicolato y formulaciones basadas en lipidos (incluyendo liposomas).

Para uso en terapia, una cantidad eficaz del compuesto de la invencion se puede administrar a un sujeto de cualquier
modo que libere el compuesto de la invencidon a la superficie deseada. La administracién de la composicion
farmacéutica de la presente invencién se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido para los expertos en el arte.
Las vias de administracion incluyen, pero no se limitan a, oral, inyeccidon directa intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, subcutanea, (por ejemplo, en un tumor o absceso), por mucosa, inhalacion y tépica.

Para la administracién oral, los compuestos (esto es, los compuestos de la invencién y otros agentes terapéuticos) se
pueden formular facilmente combinando el (los) compuesto (s) activo (s) con portadores farmacéuticamente aceptables
bien conocidos en la técnica. Tales portadores permiten que los compuestos de la invenciéon se formulen como
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones y similares, para la ingestion
oral por un sujeto que se va a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener como excipiente
soélido, moliendo opcionalmente una mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, después de afadir
auxiliares apropiados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes apropiados son, en
particular, cargas tales como azucares, que incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa
tales como, por ejemplo, almidéon de maiz, almidén de trigo, almidon de arroz, almidén de patata, gelatina, goma
tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se
desea, se pueden afiadir agentes disgregantes, tales como la polivinilpirrolidona reticulada, agar, o acido alginico o una
sal del mismo tal como alginato de sodio. Opcionalmente, las formulaciones orales también se pueden formular en
solucion salina o soluciones reguladoras, por ejemplo, EDTA para neutralizar las condiciones acidas internas o se
pueden administrar sin ningun portador.

También se contemplan especificamente las formas de dosificacion oral del componente o componentes anteriores. El
componente o componentes se pueden modificar quimicamente de modo que la administracion oral de la derivada sea
eficaz. En general, la modificacién quimica contemplada es la unién de al menos una unidad estructural a la propia
molécula componente, donde dicha unidad estructural permite (a) la inhibicion de la hidrdlisis acida; y (b) captacion en la
corriente sanguinea desde el estdmago o el intestino. También se desea aumentar la estabilidad general del
componente o componentes y aumentar el tiempo de circulacion en el cuerpo. Los ejemplos de tales unidades
estructurales incluyen: polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli
(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona y poliprolina. Abuchowski and Davis, "Soluble Polymer-Enzyme Adducts", In:
Enzymes as Drugs, Hocenberg and Roberts, eds., Wiley-Interscience, New York, N.Y., pp. 367-383 (1981); Newmark et
al., J Appl Biochem 4:185-9 (1982). Otros polimeros que se podrian usar son poli-1,3-dioxolano y poli-1,3,6-tioxocano.
Preferidos para el uso farmacéutico, como se indicé anteriormente, son unidades estructurales de polietilenglicol.

Para el componente (o derivado), la ubicacién de la liberacion puede ser el estdmago, el intestino delgado (el duodeno,
el yeyuno o el ileon) o el intestino grueso. Un experto en el arte tiene formulaciones disponibles que no se disolveran en
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el estdbmago, pero que liberaran el material en el duodeno o en cualquier otro lugar del intestino. Preferiblemente, la
liberacion evitara los efectos perjudiciales del entorno estomacal, ya sea por proteccion del compuesto de la invencion
(o derivado) o por liberacion del material biolégicamente activo mas alla del entorno estomacal, tal como en el intestino.

Para asegurar la resistencia gastrica completa, es esencial un recubrimiento impermeable a pH 5.0 como minimo.
Ejemplos de los ingredientes inertes mas comunes que se usan como recubrimientos entéricos son acetato trimelitato
de celulosa (CAT), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, acetato ftalato de polivinilo
(PVAP), Eudragit L30D, Aquateric, acetato ftalato de celulosa (CAP), Eudragit L, Eudragit S y goma laca. Estos
recubrimientos se pueden usar como peliculas mixtas.

Un recubrimiento o mezcla de recubrimientos también se puede usar en comprimidos, que no estan destinadas a la
protecciéon contra el estébmago. Esto puede incluir recubrimientos de azucar o recubrimientos que hacen que el
comprimido sea mas facil de tragar. Las capsulas pueden consistir en una cubierta dura (tal como gelatina) para la
administracion de un agente terapéutico seco (por ejemplo, polvo); para formas liquidas, se puede usar una cubierta de
gelatina blanda. El material de cubierta de los sellos puede ser almidén espeso u otro papel comestible. Para pastillas,
pastillas, comprimidos que se pueden masticar o triturados de comprimidos, se pueden usar técnicas de amasado
hdmedo.

El agente terapéutico se puede incluir en la formulacion como multiparticulas finas en forma de granulos o pellas con un
tamano de particula de aproximadamente 1 mm. La formulacion del material para la administracion de capsulas también
podria ser en forma de polvo, tapones ligeramente comprimidos o incluso como comprimidos. El terapéutico se podria
preparar por compresion.

Todos los colorantes y agentes aromatizantes pueden estar incluidos. Por ejemplo, el compuesto de la invencion (o
derivado) se puede formular (tal como mediante encapsulacion de liposomas o microesferas) y luego contenerse
adicionalmente dentro de un producto comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene colorantes y agentes
aromatizantes.

Se puede diluir o aumentar el volumen de la terapia con un material inerte. Estos diluyentes podrian incluir
carbohidratos, especialmente manitol, a-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos modificados y almidon.
Ciertas sales inorganicas también se pueden usar como rellenos, incluyendo el trifosfato de calcio, el carbonato de
magnesio y el cloruro de sodio. Algunos diluyentes disponibles comercialmente son Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500,
Emcompress y Avicell.

Los disgregantes pueden incluirse en la formulacion del agente terapéutico en una forma de dosificacion sélida. Los
materiales usados como disgregantes incluyen, pero no se limitan a almidén, incluido el disgregante comercial basado
en almidon, Explotab. Se pueden usar todos los glicolatos de almidén de sodio, Amberlite, carboximetilcelulosa de
sodio, ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, cascara de naranja, carboximetilcelulosa acida, esponja natural y
bentonita. Otra forma de los desintegrantes son las resinas de intercambio catiénico insolubles. Las gomas en polvo se
pueden usar como desintegrantes y como aglutinantes y estas pueden incluir gomas en polvo tales como agar, Karaya o
tragacanto. El acido alginico y su sal de sodio también son utiles como desintegrantes.

Se pueden usar aglutinantes para mantener unido el agente terapéutico para formar un comprimido duro e incluir
materiales de productos naturales tales como acacia, tragacanto, almidon y gelatina. Otros incluyen metilcelulosa (MC),
etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). La polivinilpirrolidona (PVP) y la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) se
podrian usar ambas en soluciones alcohdlicas para granular el agente terapéutico.

Se puede incluir un agente antifriccion en la formulacién del agente terapéutico para prevenir la adherencia durante el
proceso de formulacién. Los lubricantes se pueden usar como una capa entre el agente terapéutico y la pared de la
matriz, y estos pueden incluir, pero no se limitan a; acido estearico incluyendo sus sales de magnesio y calcio,
politetrafluoroetileno (PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También se pueden usar lubricantes solubles
tales como lauril sulfato de sodio, lauril sulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, Carbowax
4000 y 6000.

Se pueden afadir deslizantes que podrian mejorar las propiedades de flujo del farmaco durante la formulacion y ayudar
a la reorganizacion durante la compresion. Los deslizantes pueden incluir almidon, talco, silice pirogénica y
silicoaluminato hidratado.

Para ayudar a la disolucion del agente terapéutico en el entorno acuoso, se puede afiadir un surfactante como agente
humectante. Los surfactantes pueden incluir detergentes anidnicos tales como lauril sulfato de sodio, dioctil
sulfosuccinato de sodio y dioctil sulfonato de sodio. Detergentes catidnicos que se pueden usar y se pueden incluir
cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio. Los posibles detergentes no i6nicos que se podrian incluir en la
formulacién como surfactantes incluyen lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado
polioxietileno 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, éster de acido graso de sacarosa,
metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos surfactantes podrian estar presentes en la formulacién del compuesto de la
invencion o derivado, solos o0 como una mezcla en diferentes proporciones.
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Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas duras hechas de gelatina, asi como
capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden
contener los ingredientes activos mezclados con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los
compuestos activos se pueden disolver o suspender en liquidos apropiados, tales como aceites grasos, parafina liquida
o polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden agregar estabilizantes. También se pueden usar microesferas
formuladas para administracion oral. Tales microesferas se han definido bien en la técnica. Todas las formulaciones
para administracion oral deben estar en dosificaciones apropiadas para tal administracion.

Para administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de manera
convencional.

Para administracion por inhalacién, los compuestos para uso segun la presente invencion se pueden administrar
convenientemente en forma de una presentacion en aerosol a partir de envases presurizados o un nebulizador, con el
uso de un propelente apropiado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano,
diéxido de carbono u otro gas apropiado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se puede
determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos
de, por ejemplo, gelatina para usar en un inhalador o insuflador que contienen una mezcla en polvo del compuesto y
una base en polvo apropiada tal como lactosa o almidon.

También se contempla en este documento la administracion pulmonar de los compuestos de la invencion (o sus
derivados). El compuesto de la invencién (o derivado) se administra a los pulmones de un mamifero mientras se inhala y
atraviesa el recubrimiento epitelial del pulmén hacia el torrente sanguineo. Otros informes de moléculas inhaladas
incluyen Adjei et al., Pharm Res 7:565-569 (1990); Adjei et al., Int J Pharmaceutics 63:135-144 (1990) (acetato de
leuprolida); Braquet et al., J Cardiovasc Pharmacol 13(suppl. 5):143-146 (1989) (endotelina - 1); Hubbard et al., Annal
Int Med 3:206-212 (1989) (o 1 - antitripsina); Smith et al., 1989, J Clin Invest 84:1145-1146 (a-1-proteinasa); Oswein et
al., 1990, "Aerosolization of Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery Il, Keystone, Colorado,
March, (hormona de crecimiento humana recombinante); Debs et al., 1988, J Immunol 140:3482-3488 (interferon -
gamma vy factor de necrosis tumoral alfa) y Platz et al., la Patente de los Estados Unidos No. 5,284,656 (factor
estimulante de colonias de granulocitos). Un método y composicion para administracion pulmonar de farmacos para el
efecto sistémico se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 5,451,569, expedida el 19 de septiembre de 1995
para Wong et al.

Se contempla el uso en la practica de esta invencion de una amplia gama de dispositivos mecanicos disefiados para
administracion pulmonar de productos terapéuticos, que incluyen, pero no se limitan a nebulizadores, inhaladores de
dosis medidas e inhaladores de polvo, todos los cuales son familiares para los expertos en el arte

Algunos ejemplos especificos de dispositivos disponibles comercialmente apropiados para la practica de esta invencion
son el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Mo.; el nebulizador Acorn II, fabricado por
Marquest Medical Products, Englewood, Colo; el inhalador de dosis medida Ventolin, fabricado por Glaxo Inc., Research
Triangle Park, Carolina del Norte; y el inhalador de polvo Spinhaler, fabricado por Fisons Corp., Bedford, Mass.

Todos estos dispositivos requieren el uso de formulaciones apropiadas para dispensar el compuesto de la invencion (o
derivado). Por lo general, cada formulacion es especifica para el tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de
un material propulsor apropiado, ademas de los diluyentes, adyuvantes y/o portadores habituales Utiles en la terapia.
También, se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusién u otros tipos de
portadores. El compuesto quimicamente modificado de la invencidon también se puede preparar en diferentes
formulaciones dependiendo del tipo de modificaciéon quimica o del tipo de dispositivo empleado.

Las formulaciones apropiadas para usar con un nebulizador, ya sea a chorro o ultrasénico, comprenderan por lo general
el compuesto de la invencion (o derivado) disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 01 a 25 mg de
compuesto bioldgicamente activo de la invencion por ml de solucion. La formulaciéon también puede incluir una solucion
reguladora y un azucar simple (por ejemplo, para la estabilizacion y la regulacion de la presion osmética del compuesto
de la invencién). La formulacion de nebulizador también puede contener un surfactante, para reducir o prevenir la
agregacion inducida en la superficie del compuesto de la invencion provocada por la atomizaciéon de la solucion en la
formacion del aerosol.

Las formulaciones para uso con un dispositivo inhalador de dosis medidas generalmente comprenderan un polvo
finamente dividido que contiene el compuesto de la invencion (o derivado) suspendido en un propelente con la ayuda de
un surfactante. El propelente puede ser cualquier material convencional empleado para este fin, tal como un
clorofluorocarbono, un hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono o un hidrocarburo, que incluye
triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, o combinaciones de los
mismos. Los surfactantes apropiados incluyen sorbitan trioleato y lecitina de soja. El acido oleico también puede ser util
como surfactante.

Las formulaciones para dispensar desde un dispositivo inhalador de polvo comprenderan un compuesto de la invencién
(o derivado) que contiene polvo seco finamente dividido y también pueden incluir un agente de carga, tal como lactosa,
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sorbitol, sacarosa o manitol en cantidades que facilitan la dispersién del polvo del dispositivo, por ejemplo, del 50 al 90%
en peso de la formulacion. El compuesto de la invencién (o derivado) se debe preparar ventajosamente en forma de
particulas con un tamafo de particula promedio de menos de 10 micrometros (um), lo mas preferiblemente de 0.5 a 5
um, para la administracion mas eficaz al pulmon profundo.

También se contempla la administraciéon nasal de una composicion farmacéutica de la presente invencion. La
administracion nasal permite el paso de una composicion farmacéutica de la presente invencion a la corriente sanguinea
directamente después de administrar el producto terapéutico a la nariz, sin la necesidad de la deposiciéon del producto
en el pulmédn. Las formulaciones para administracion nasal incluyen aquellas con dextrano o ciclodextran.

Para la administracion nasal, un dispositivo Util es una botella pequefia y dura a la que se une un pulverizador de dosis
medida. En una realizacion, la dosis medida se administra arrastrando la composiciéon farmacéutica de la presente
invencion en una camara de volumen definido, cuya camara tiene una abertura dimensionada para aerosolizar y
formulacién de aerosol formando una pulverizacién cuando se comprime un liquido en la camara. La camara se
comprime para administrar la composicién farmacéutica de la presente invencion. En una realizacion especifica, la
camara es una disposicion de piston. Dichos dispositivos estan disponibles comercialmente.

Alternativamente, se usa una botella comprimible de plastico con una abertura o abertura dimensionada para aerosolizar
una formulacion de aerosol formando una pulverizacién cuando se exprime. La abertura generalmente se encuentra en
la parte superior de la botella, y la parte superior generalmente se estrecha para encajar parcialmente en los conductos
nasales para una administracién eficiente de la formulacion en aerosol. Preferiblemente, el inhalador nasal
proporcionara una cantidad medida de la formulacién de aerosol, para la administracion de una dosis medida del
farmaco.

Los compuestos, cuando es deseable administrarlos sistémicamente, se pueden formular para administracién parenteral
mediante inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion se
pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un
conservante afiadido. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en
portadores aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos
en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos se pueden preparar como
suspensiones de inyeccion aceitosas apropiadas. Los solventes o vehiculos lipdfilos apropiados incluyen aceites grasos
tales como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, o
liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosa pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede
contener estabilizantes o agentes apropiados que aumenten la solubilidad de los compuestos para permitir la
preparacion de soluciones altamente concentradas.

Alternativamente, los compuestos activos pueden estar en forma de polvo para su constituciéon con un vehiculo
apropiado, por ejemplo, agua estéril libre de pirogenos, antes de su uso.

Los compuestos también se pueden formular en composiciones rectales o vaginales tales como supositorios o enemas
de retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los compuestos también se pueden formular como una
preparacion de deposito. Tales formulaciones de accién prolongada se pueden formular con materiales poliméricos o
hidréfobos apropiados (por ejemplo, como una emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como
derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender portadores o excipientes solidos o en fase de gel
apropiados. Los ejemplos de tales portadores o excipientes incluyen, pero sin limitacién, carbonato de calcio, fosfato de
calcio, diversos azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros tales como polietilenglicoles.

Las formas liquidas o sélidas de preparacion farmacéutica apropiadas son, por ejemplo, soluciones acuosas o salinas
para inhalacién, microencapsuladas, encoladas, recubiertas sobre particulas de oro microscoépicas, contenidas en
liposomas, nebulizadas, aerosoles, pellas para su implantacion en la piel, o secadas sobre un objeto filoso para ser
rayado en la piel. Las composiciones farmacéuticas también incluyen granulos, polvos, comprimidos, comprimidos
recubiertos, (micro) capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas o preparaciones con
liberacion prolongada de compuestos activos, en cuya preparacion se mezclan excipientes y aditivos y/o adyuvantes
tales como disgregantes, aglutinantes, agentes de recubrimiento, agentes de hinchamiento, lubricantes, aromatizantes,
edulcorantes o solubilizantes se usan habitualmente como se describié anteriormente. Las composiciones farmacéuticas
son apropiadas para usar en una variedad de sistemas de administracion de farmacos. Para una breve revision de los
métodos para la administracion de farmacos, véase Langer R, Science 249:1527-33 (1990).
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Los compuestos de la invencion y opcionalmente otros agentes terapéuticos se pueden administrar per se (puros) o en
forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en medicina, las sales deben ser farmacéuticamente
aceptables, pero las sales no farmacéuticamente aceptables se pueden usar convenientemente para preparar sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas. Tales sales incluyen, pero no se limitan a, las preparadas a partir de los
siguientes acidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, p-tolueno sulfénico,
tartarico, citrico, metano sulfonico, férmico, maldnico, succinico., naftaleno-2-sulfénico y benceno sulfénico. Ademas,
tales sales se pueden preparar como sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o
calcio del grupo acido carboxilico.

Los agentes reguladores apropiados incluyen: acido acético y una sal (1-2% p/v); acido citrico y una sal (1-3% p/v);
acido borico y una sal (0,5-2,5% p/v); y acido fosférico y una sal (0.8-2% p/v). Los conservantes apropiados incluyen
cloruro de benzalconio (0.003-0.03% p/v); clorobutanol (0.3-0.9% p/v); parabenos (0.01-0.25% p/v) y timerosal (0.004-
0.02% p/v).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion contienen una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién y
opcionalmente agentes terapéuticos incluidos en un portador farmacéuticamente aceptable. El término "portador
farmacéuticamente aceptable” significa una o mas cargas, diluyentes o sustancias de encapsulacién sélidas o liquidas
compatibles que son apropiadas para la administraciéon a un ser humano u otro animal vertebrado. El término "portador"
indica un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el que se combina el ingrediente activo para facilitar
la aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también se pueden mezclar con los compuestos de
la presente invencion, y entre si, de una manera tal que no haya interaccion que perjudique sustancialmente la eficacia
farmacéutica deseada.

El (los) agente (s) terapéutico (s), que incluye especificamente, pero sin caracter limitante, el compuesto de la invencion,
se pueden proporcionar en particulas. Las particulas, como se usan en este documento, significan nanoparticulas o
microparticulas (o en algunos casos particulas mas grandes) que pueden consistir en todo o en parte del compuesto de
la invencion o el (los) otro (s) agente (s) terapéutico (s) como se describe en este documento. Las particulas pueden
contener el (los) agente (s) terapéutico (s) en un nucleo rodeado por un recubrimiento, que incluye, pero no se limita a,
un recubrimiento entérico. El/los agente (s) terapéutico (s) también se pueden dispersar a través de las particulas. El
(los) agente (s) terapéutico (s) también pueden adsorberse en las particulas. Las particulas pueden ser de cualquier
orden de cinética de liberacion, incluyendo liberacion de orden cero, liberacion de primer orden, liberacion de segundo
orden, liberacion retardada, liberacion sostenida, liberacién inmediata y cualquier combinacién de las mismas, etc. La
particula puede incluir, ademas del (los) agente (s) terapéutico (s), cualquiera de esos materiales usados de forma
rutinaria en la técnica de farmacia y medicina, que incluyen, pero no se limitan a, material erosionable, no erosionable,
biodegradable o no biodegradable o combinaciones de los mismos. Las particulas pueden ser microcapsulas que
contienen el compuesto de la invenciéon en una soluciéon o en un estado semisdlido. Las particulas pueden ser de
practicamente cualquier forma.

Tanto los materiales poliméricos biodegradables como no biodegradables se pueden usar en la fabricacion de particulas
para administrar el (los) agente (s) terapéutico (s). Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o sintéticos. El
polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo durante el cual se desea la liberacién. Los polimeros
bioadhesivos de particular interés incluyen hidrogeles bioerosionables descritos en Sawhney H S et al. (1993)
Macromolecules 26:581-7. Estos incluyen acidos polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, acido
poliacrilico, alginato, quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo),
poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli( metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo),
poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo) y poli(acrilato de
octadecilo).

El (los) agente (s) terapéutico (s) pueden estar contenidos en sistemas de liberacion controlada. El término "liberacion
controlada" pretende referirse a cualquier formulacién que contenga farmaco en la que se controle la manera vy el perfil
de la liberacion del farmaco a partir de la formulacion. Esto se refiere a formulaciones de liberacion inmediata y no
inmediata, con formulaciones de liberacion no inmediata que incluyen, pero no se limitan a, formulaciones de liberacion
sostenida y de liberacion retardada. El término "liberacién sostenida" (también denominado "liberaciéon prolongada") se
usa en su sentido convencional para referirse a una formulacion de farmaco que proporciona la liberacién gradual de un
farmaco durante un periodo de tiempo prolongado, y que preferiblemente, aunque no necesariamente, da como
resultado niveles sanguineos sustancialmente constantes de un farmaco durante un periodo de tiempo prolongado. El
término "liberacion retardada" se usa en su sentido convencional para referirse a una formulacién de farmaco en la que
hay un retraso de tiempo entre la administracion de la formulacién y la liberacion del farmaco desde alli. La "liberacion
retardada" puede o no implicar la liberaciéon gradual del farmaco durante un periodo prolongado de tiempo, y de este
modo puede ser o no una "liberacién sostenida".

El uso de un implante de liberacion sostenida a largo plazo puede ser particularmente apropiado para el tratamiento de
afecciones cronicas. La liberacion "a largo plazo", como se usa en este documento, significa que el implante esta
construido y dispuesto para administrar niveles terapéuticos del ingrediente activo durante al menos 7 dias, y
preferiblemente 30-60 dias. Los implantes de liberacion sostenida a largo plazo son bien conocidos por los expertos en
el arte e incluyen algunos de los sistemas de liberacion descritos anteriormente.
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Se comprendera por un experto habitual en las técnicas relevantes que otras modificaciones y adaptaciones apropiadas
a las composiciones y métodos descritos en este documento son facilmente evidentes a partir de la descripcion de la
invencion contenida en este documento a la vista de la informacién conocida por el experto en el arte, y puede hacerse
sin apartarse del alcance de la invencién o cualquier realizacion de la misma. Habiendo descrito ahora la presente
invencion en detalle, la misma se entendera mas claramente con referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen
en este documento con fines de ilustracion solamente y no se pretende que sean limitativos de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1. C5-deoxy AmB
Sintesis Degradativa

Véase el esquema 6, figura 19.

Una estrategia de sintesis potencial para obtener acceso a C5-desoxiAmB (C5deOAmB) es una sintesis de degradacion
que comienza con el producto natural AmB. Usando el intermedio 5 totalmente protegido como punto de partida, tras la
eliminacion del alcohol C3, se genera el éster 9 alfa-beta insaturado. Una oxidacion nucleofilica del betacarbono
reinstalaria el grupo hidroxilo necesario en C-3, dejando el alcohol C-5 como el Unico alcohol no protegido en la
estructura de AmB. A partir de aqui, una desoxigenacion tipo Barton-McCombie podria eliminar el alcohol C-5.
Entonces, una secuencia de desproteccion corta podria proporcionar C5deOAmMB.

Especificamente, se anticipa el uso del intermedio 3, un intermedio accesible usando una secuencia similar a la usada
en la sintesis de C3-desoxyAmB. La exposicion de 5 a NaHMDS elimina limpiamente el alcohol C-3 con un rendimiento
del 54%. Una adicidon nucledfila que utiliza BzPin, catalizada por un catalizador de cobre podria ser selectivamente
borilato en la posiciéon beta. La posterior oxidacién con perborato de sodio, seguida de sililacion de TBS podria
potencialmente volver a instalar la oxidacion en C-3 en una forma protegida. Entonces, la formacion de tiocarbonilo
usando tiocarbonildiimidazol seguido de una desoxigenacion de radicales con hidruro de tributilestafio y
Azobisisobutironitrilo podria generar la estructura de AmB C-5 desoxigenada 11. Una secuencia de desproteccion que
implica la eliminacion de HF-piridina de grupos sililo, seguida de hidrdlisis cetal con CSA en THF:H20 2:1, y finalmente
la eliminacion concomitante tanto del éster de alilo como del carbamato de alloc podria generar rapidamente
C5deOAmMB.

Ejemplo 2. C5-deoxy AmB
Sintesis total de macrolactona AmB etiquetada doblemente '3C
Véanse los esquemas 7-12, figuras 20-25.

Se visualiza una estrategia de sintesis total que se basa en la plataforma iterativa de acoplamiento cruzado Suzuki-
Miyaura iterativa (ICC) eficiente y flexible. La estrategia ICC aprovecha los acidos haloborénicos bifuncionales
protegidos con B que pueden exponerse a un socio de acido borénico apropiado y reaccionar selectivamente en
condiciones de acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura solo en el extremo haluro. La desproteccion del ligando MIDA
usando hidrdlisis basica a un acido borénico libre prepara el bloque de construccién para el préximo ciclo de
acoplamiento cruzado. Como se muestra en la figura 3A, AmB se divide retrosintéticamente en cuatro bloques de
construccion (BB1-BB4). Usando solo el acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura de forma iterativa pretendemos formar
enlaces entre los bloques de construccion 1y 2, 2y 3, y 3y 4. Posteriormente, la macrolactonacion y la desproteccion
global completarian luego la sintesis total. Usando esta estrategia, la sintesis de un derivado desoxigenado solo
requiere la sintesis de un nuevo bloque de construccion desoxigenado, sin modificar el resto de la sintesis. Por ejemplo,
la sintesis de C5-deoxy AmB podria conseguirse simplemente sustituyendo BB1 con C-5 deoxy BB1.

La sintesis de BB1 que surge del acoplamiento de dos fragmentos mas pequefios, aldehido 14 y beta-ceto fosfonato 17.
La sintesis del aldehido 14 comienza con la combinacién del dieno 12 de Chan y el aldehido cinamico 13 en presencia
de un complejo de titanio/BINOL afecta una reaccion alddlica extendida enantioselectiva. Entonces, una secuencia de
reduccion de sin, cetalizacion y ozondlisis genera el aldehido 14 deseado con un rendimiento global del 40% de 12. La
sintesis de la mitad derecha de C5deOAmB comienza con la esterificacion selectiva de acido (R)-malico seguido de
cetalizacion para proporcionar ciclopentilideno cetal 15. La exposicion de 15, al reactivo de Petasis seguido de
formacion de cetona tras la exposicion al dimetil metilfosfonato de litio 16 produce beta-ceto fosfonato 17.

Tras la generacion de las dos mitades izquierda y derecha de BB1, un acoplamiento de Horner-Wadsworth-Emmons se
une a los fragmentos 14 y 17. La posterior reduccion de Stryker genera cetona 18. Una reduccion de cetonas
diastereoselectiva resultante de la exposicion de 18 a L-Selectride, seguido de la acilacion del alcohol resultante, y una
hidroboracion final del dioxano de metileno prepara C5deOAmB para el acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura con
BB2.

Similar a BB1, BB2 también se divide en dos fragmentos mas pequefios. El dador de azlcar 24 y el aceptor de glucosilo
33 se uniran en una reaccion de glucosilacion diastereoselectiva. Primero, los dos fragmentos mas pequefios se deben
sintetizar. La sintesis de 24 comienza con 2-furil metil cetona. La reduccién de la cetona seguida de una reaccién de
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Achmatowitcz promovida por NBS y la posterior proteccion de Boc genera dihidropirano 20. A continuacion, el
intercambio del acetal Boc por un parametoxibencil acetal seguido de reduccién de cetona en condiciones de Luche
proporciona acceso al alcohol alilico 21. El alcohol alilico es entonces utilizado para controlar la selectividad facial de
una epoxidacion de mCPBA antes de que se silice con TBSCI e imidazol. La abertura selectiva del sitio del epdxido se
logra luego abriendo con un complejo dietilaluminio azida para producir azido-alcohol 22. A continuacion, el alcohol libre
se esterifica con EDC, DMAP y TDMBA. Por ultimo, la reduccion del alcohol de PMB se consigue con la exposicion al
DDQ vy la posterior formaciéon de tricloroacetimidato realiza la sintesis del donante de azlcar C2'-epimicosamina
completamente protegido 24, listo para la glucosilacion con alcohol alilico 33.

Partiendo de L-(-)-arabitol, bis cetalizacion seguida de oxidacion de alcohol con IBX, y olefinacion de Wittig proporciona
olefina 1, 1-disustituida 25. La hidroboracion de 25, seguida de bencilacién, y escision acida de ambos cetales de etilo
genera una ciclaciéon capaz intermedia para proporcionar bis-epéxido 26. La abertura de bis-epoxido 26 con TMSCN y
KCN en presencia de 18-corona-6 genera un bis-ciano diol, que tras la hidrdlisis a un acido bis-carboxilico se somete a
lactonacion selectiva de grupo diastereotopico intramolecular para proporcionar lactona 27. La esterificacion simple de
metilo y la sililacién de TBS luego proporcionan lactona 28. La desbencilacion, tras la exposicion de 28 a paladio sobre
carbono e hidrégeno, seguida de oxidacion de Pinnick, y luego la reaccion de Mitsunobu con TMS-etanol proporciona un
di-éster sustituto diferencialmente, capaz de saponificar selectivamente con hidroxido de sodio para proporcionar el
acido 29. La formacién de cloruro acido de 29 con cloruro de oxalilo seguido de acoplamiento de Stille con olefina bis-
metalada 31 proporciona cetona insaturada alfa-beta 32. La reduccién diastereoselectiva de cetona 32 a alcohol alilico
33 se consigue con una reduccion de CBS lista para glucosilacion con 24.

Aprovechando la plataforma de asistencia anquimérica para beta-glucosilacion controlada, la combinacion de 24 y 33 en
presencia de triflato de cloro-metilpiridinio regulado proporciona 34 con una selectividad de beta a alfa superior a 20: 1.
El grupo director de TDMB se elimina después de la exposicion a CSA en hexafluoroisopropanol, tert-butanol y cloruro
de metileno, revelando alcohol libre 35. Una secuencia de tres etapas de oxidacion, reduccion de la cetona vy sililacion
resultante accede a TBS éter 36. La yodo-degermilaciéon seguida la exposicion al cloruro de difenilfosforilo y LIHMDS
garantiza el acceso al acetal fosfonato de ceteno 38. Un acoplamiento selectivo de Stille a tributil estanano 39 logra la
sintesis de BB2.

Yodo-trieno BB3 es el menos complejo de los cuatro bloques de construccion. Su sintesis se logra en cuatro etapas,
comenzando el yoduro de trans-vinilo MIDA boronato 40. Un acoplamiento de Stille con 31 usando Pd(PPhs)s y CUTC,
seguido de yodo-degermilacién proporciona dieno 41. La red de olefina luego se extiende por otro grupo de vinilo con un
segundo acoplamiento de Stille con 31, y posterior yodo-degermilacion para acceder a BB3. La sintesis de BB4 se logra
rapidamente siguiendo el precedente de literatura de nuestro grupo. Lee, SJ et al., J Am Chem Soc 130:466 (2008);
Paterson, | et al., J Am Chem Soc 123:9535 (2001).

Con los cuatro bloques de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente la macrolactona de AmB. La combinacién de BB1 y BB2 con el palladaciclo
Xphos de 22 generacion de Buchwald, fosfato de potasio y 3 equivalentes de agua produce un acoplamiento cruzado
Suzuki-Miyaura para formar el dimero BB1-BB2 43. El intercambio de Pinacol del MIDA boronato, seguido de un
segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta vez con el palladaciclo XPhos-Generation 2 forma pentaeno 44. Una
liberacién in situ del MIDA boronato a un acido borénico libre con hidréxido de sodio en presencia del paladio de
palladaciclo de 22 generacién XPhos forma la estructura lineal de carbono total de AmB, 45. Después de la
saponificacion del éster metilico 45 con hidréxido de litio, una macrolactonaciéon proporciona luego la macrolactona
marcada con "C doble de AmB, 46. Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluyen la desprotecciéon TMSE
con complejo TBAFtBuOH, desililacion global con HF-piridina, descetalizacion con acido trifluoroacético, y la reduccion
de Staudinger de la azida C3’ con trimetilfosfina debe lograr la sintesis de AmB-"3C..

Ejemplo 3. C5-deoxy AmB
Sintesis total de C5deOAmMB
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Esquema 13

Una estrategia de sintesis alternativa para acceder a C5-deoxy AmB es a través de un esfuerzo de sintesis total. Se
visualiza la sintesis de C5deOBB1 que surge del acoplamiento de dos fragmentos mas pequefios, aldehido 47 y beta-
ceto fosfonato 17. La sintesis del aldehido 47 comienza con beta-cetoéster 48, disponible después de la alquilaciéon de
acetoacetato de metilo. La hidrogenacién de Noyori de 48, seguida de la sililacién de TBS proporciona el sililéter 49. A
partir de 49, solo queda una ozondlisis para finalizar la mitad izquierda de C5deOAmB.

Tras la generaciéon de las dos mitades izquierda y derecha de C5deOAmB se anticipa un acoplamiento Horner-
Wadsworth-Emmons para unir los fragmentos 47 y 17. La posterior reduccion de Stryker generaria la cetona 50. Una
reduccion de cetonas diastereoselectivas resultante de la exposicion de 50 a L-Selectride, seguido de la acilacion del
alcohol resultante, y una hidroboracion final prepara C5deOBB1 para el acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura con
BB2.

Véase el esquema 14, figura 26.

Con los cuatro bloques de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente con la macrolactona C5deOAmMB. Se anticipa que la combinacion de
C5deOBB1 y BB2 con la 22 generacion Xphos de palladaciclo de Buchwald, fosfato de potasio y 3 equivalentes de agua
efectuara un acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura para formar el dimero C5deOBB1-BB2 51. El intercambio de Pinacol
del MIDA boronato, seguido de un segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta vez con el palladaciclo XPhos-
Generation 2 formara el pentaeno 52. Una liberacion in situ del MIDA boronato a un acido borénico libre con hidréxido
de sodio en presencia del paladio de 2da generacion XPhos de paladiociclo formara toda la estructura de carbono lineal
de C5deOAmMB 53. Después de la saponificacion del éster metilico 53 con hidroxido de litio, una macrolactonacion
deberia proporcionar la macrolactona 54. Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluye la desproteccion
TMSE con complejo TBAF-tBuOH, desililacion global con HF-piridina, descetalizacion con acido trifluoroacético, y la
reduccion de Staudinger de la azida C3’ con trimetilfosfina debe lograr la sintesis de C5deOAmMB.

Ejemplo 4. C8-deoxy AmB
Sintesis total de C8deOAmMB
Véase el esquema 15, figura 27.

De forma similar a la estrategia para acceder a AmB, se visualiza la sintesis de C8-deoxy AmB que surge de un
esfuerzo de sintesis total. Para lograr esta sintesis, el Unico cambio en la sintesis de AmB que tendria que realizarse es
reemplazar C5deOBBI con C8deOBBI. Se visualiza la sintesis de C8deOBB1 que surge de la reduccion de la cetona
insaturada alfa-beta 55, a la que se accedera a partir de un acoplamiento de Horner-Wadsworth-Emmons del aldehido
47 y el beta-ceto fosfonato 17.

Una olefinacion de HWE entre 47 y 17, seguida de la reduccion de Stryker del carbonilo insaturado alfa-beta resultante
proporciona la cetona 56. Luego se anticipa la reducciéon de la cetona a un alcohol con borohidruro de sodio y la
activacion del alcohol para su eliminacion como tioéster 57. La eliminacion mediada del radical del tioéster C8 se logra
después de la exposicion al hidruro de tributilestafio y AIBN. Una hidroboracion del metileno dioxano con 9BBNH
prepara entonces C8deOAmMB para la entrada en la secuencia ICC.

Véase el esquema 16, figura 28.
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Con los cuatro bloques de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente con macrolactona C8deOAmB. Se anticipa la combinacion de C8deOBB1 y
BB2 con el palladaciclo de 22 generacioén Xphos de Buchwald, el fosfato de potasio y 3 equivalentes de agua efectuaran
un acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura para formar el dimero BB1-BB2 58. El intercambio de Pinacol del MIDA
boronato, seguido de un segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta vez con el palladaciclo XPhos-Generation 2
formara pentaeno 59. Una liberacién in situ del MIDA boronato a un acido borénico libre con hidroxido de sodio en
presencia del paladio de palladaciclo de 22 generacion Xphos formara toda la estructura del marco lineal de C8deOAmMB
56. Después de la saponificacion del éster metilico 60 con hidréxido de litio, una macrolactonaciéon deberia proporcionar
la macrolactona 61. Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluyen la desproteccion TMSE con complejo
TBAF-tBuOH, desililacion global con HF-piridina, descetalizacion con acido trifluoroacético, y la reduccion de Staudinger
de la azida C3’ con trimetilfosfina debe lograr la sintesis de C8deOAmB.

Ejemplo 5. C9-deoxy AmB
Sintesis total de C9deOAmMB
Véase el esquema 17, figura 29.

De forma similar a la estrategia para acceder a AmB, se visualiza la sintesis de C9-deoxy AmB que surge de un
esfuerzo de sintesis total. Para lograr esta sintesis, el Unico cambio en la estrategia de sintesis de AmB que tendria que
realizarse es reemplazar BB1 con C9deOBB1. Se visualiza la sintesis de C9deOBB1 que surge de un acoplamiento de
Horner-Wadsworth-Emmons de aldehido 14 y beta-ceto fosfonato 62. El estereocentro C-11 no se puede instalar a
través de una hidroboracion diastereoselectiva, por lo tanto, para superar esta limitacién, se ensambloé 9-deoxy BB1
estereoselectivamente de forma lineal, comenzando con un MIDA boronato. Esta ruta aprovecha la capacidad de los
MIDA boronatos para resistir una variedad de transformaciones de sintesis comunes.

Comenzando con alil MIDA boronato 63, una secuencia corta de ozondlisis, alilacion de Brown, proteccién TBS e
hidroboracién/oxidacion da como resultado el aldehido 64. Durante esta secuencia inicial se descubrié que un
blanqueador, en lugar del tipico peroxido de hidrégeno/hidroxido de sodio el tratamiento oxidativo del producto de
alilacién de Brown inicial oxida de manera €eficiente el enlace carbono-boro sin la descomposicién del MIDA boronato. La
exposicion de 64 a dimetil metil fosfonato litiado seguida de oxidacion Dess-Martin produce B-ceto fosfonato 65.
Demostrando la naturaleza convergente de la estrategia de sintesis BB1, la combinacion de 14 con 62 en un
acoplamiento Horner-Wadsworth-Emmons proporciona éster o-f insaturado 66. La reduccion del carbonilo con el
catalizador (R)-CBS, seguido de la hidrogenacion catalitica produce 67. Este intermedio C-9 deoxy BB1 contiene la
estructura de carbono completa en el estado de oxidacidn correcto con toda la estereoquimica preinstalada. Solo se
requiere una proteccion TBS para realizar un analogo C-9 deoxy BB1 listo para la desproteccion MIDA boronato y el
acoplamiento con BB2.

Véase el esquema 18, figura 30.

Con los cuatro bloques de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente con macrolactona C9deOAmB. Se anticipa la combinacion de C9deOAmB,
después de hidrdlisis MIDA boronato con NaOH, y BB2 con palladaciclo de 22 generacion Xphos de Buchwald, fosfato
de potasio y 3 equivalentes de agua efectuaran un acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura para formar el dimero BB1-
BB2 68. El intercambio de Pinacol del MIDA boronato, seguido de un segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta
vez con el palladaciclo XPhos-Generation 2 formara el pentaeno 69. Una liberacion in situ del MIDA boronato a un acido
borénico libre con hidroxido de sodio en presencia del paladio de palladaciclo de 22 generacién XPhos formara la
estructura lineal de carbono total de C9deOAmB 70.

Después de la saponificacion del éster metilico 70 con hidréxido de litio, una macrolactonacion deberia proporcionar la
macrolactona 71. Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluyen la desproteccion TMSE con complejo
TBAF-tBuOH, desililacion global con La HF-piridina, la descetalizacién con acido trifluoroacético y la reduccion de
Staudinger de la azida C3’ con trimetilfosfina deberian lograr la sintesis de C9deOAmB.

Ejemplo 6. C11-deoxy AmB
Sintesis total de C11deOAmMB
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Esquema 19

De forma similar a la estrategia para acceder a AmB, se visualiza la sintesis de C8-deoxy AmB que surge de un
esfuerzo de sintesis total. Para lograr esta sintesis, el Unico cambio en la sintesis de AmB que tendria que realizarse es
reemplazar BB1 con C11deOBB1. Se visualiza la sintesis de C11deOBB1 que surge de un acoplamiento Horner-
Wadsworth-Emmons de aldehido 14 y beta-ceto fosfonato 72.

Se visualiza la sintesis de C11deOBB1 comenzando con la sililacién TBS del alfa-hidroxi éster 73. La adicion de dimetil
metil fosfonato litiado 17 en este éster deberia proporcionar beta-ceto fosfonato 72. En condiciones de acoplamiento
Horner-Wadsworth-Emmons, 72 deberian reaccionar con aldehido 14. La reduccion posterior del carbonilo alfa-beta
insaturado generado con reactivo de Stryker debe proporcionar la cetona 75. Una reduccién de cetonas
diastereoselectivas resultante de la exposicion de 75 a L-Selectride, seguido de la acilacion del alcohol resultante y la
hidroboracién del dioxano de metileno prepara C11deOAmB para el acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura con BB2.

Véase el esquema 20, figura 31.

Con los cuatro blogues de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente con macrolactona C11deOAmB. Se anticipa la combinacién de C11deOBB1
y BB2 con el palladaciclo de 22 generacion Xphos de Buchwald, fosfato de potasio y 3 equivalentes de agua que
efectuaran un acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura para formar el dimero BB1-BB2 76. El intercambio de Pinacol del
MIDA boronato, seguido por un segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta vez con el palladaciclo XPhos-
Generation 2 formara el pentaeno 77. Una liberacion in situ del MIDA boronato a un acido borénico libre con hidréxido
de sodio en presencia del paladio de palladaciclo de 22 generacion XPhos formara toda la estructura de carbono lineal
de C11deOAmB 78. Después de la saponificacion del éster metilico 78 con hidréxido de litio, una macrolactonacion
deberia proporcionar macrolactona 79.

Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluyen desproteccion TMSE con complejo TBAF-tBuOH,
desililacion global con HF-piridina, descetalizacion con acido trifluoroacético, y la reduccién de Staudinger de la azida
C3’ con trimetilfosfina debe lograr la sintesis de C11deOAmB.

Ejemplo 7. C13-deoxy AmB
Sintesis total de C13deOAmMB
Véase el esquema 21, figura 32.

En la figura 11 se presenta un enfoque para la sintesis de C13deOAmB. Al generar un intermedio adecuadamente
protegido, el alcohol C-13 se puede activar para reducirlo mediante conversién a otro cetal, tiocetal o eliminacion a un
dihidropirano C-13, C -14. Tras la activacion del alcohol C-13, podria reducirse a un simple atomo de hidrogeno. Luego,
una serie de eliminaciones del grupo protector completaria la sintesis de C13deOAmB.

La sintesis de C13deOAmMB comienza con la proteccién de Fmoc del nitrdgeno de micosamina, la persililacion de todos
los alcoholes, excepto el cetal C13 como éteres de sililo TES, y finalmente una instalacion de Misunobu del éster de
TMSE para proporcionar el intermedio 80 totalmente protegido. Entonces, la posicién C-13 se convierte facilmente con
etano tiol y acido en tiocetal de etilo 81. La oxidacion de 81 con mCPBA proporciona un sulféxido que se puede eliminar
en condiciones reductoras con ftrietilsilano en DCM. Con 82 en cuestién, una serie de eliminaciones de grupos
protectores que incluyen eliminacion de TMSE con fluoruro de tetrabutilamonio, desililacion de TES global con complejo
de HF-piridina y una desproteccion de Fmoc final con piperidina podria permitir el acceso a C13deOAmB.

Ejemplo 8. C15-deoxy AmB
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Sintesis total de C15deOAMB
Véase el esquema 22, figura 33.

De forma similar a la estrategia para acceder a AmB, se visualiza la sintesis de C15-deoxy AmB que surge de un
esfuerzo de sintesis total. Para lograr esta sintesis, el Unico cambio en la estrategia de sintesis de AmB que tendria que
realizarse es reemplazar BB2 con C15deOAmB. Se visualiza la sintesis de C15deOBB1 que surge de la glucosilacion
del alcohol alilico 83, que carece del alcohol C15, con un donante de azlicar micosamina 24.

La sintesis de alcohol alilico 83 comienza con L-(-)- arabitol y contintia a través de la misma secuencia de sintesis que
BB2 toda la ruta a través de la lactonacion selectiva del grupo diastereotdpico que genera la lactona 86. A partir de este
punto de ramificacion, esterificacion de metilo, seguido de activacion el alcohol C15 para la eliminacion como el
tiocarbonilo, y la desoxigenacion resultante del tipo Barton-McCombie promovida por el hidruro de tributilestafio y la
AIBN deberian proporcionar lactona desoxigenada 87.

Con lactona 87 en cuestion, la desbencilacion, tras la exposicion de 87 a paladio sobre carbono e hidrégeno, seguido de
oxidacion de Pinnick, y luego la reaccién de Mitsunobu con TMS-etanol deberia proporcionar un diéster sustituido
diferencialmente capaz de saponificar selectivamente con hidréxido de sodio para proporcionar acido 88. La formacion
de cloruro acido de 88 con cloruro de oxalilo seguido del acoplamiento de Stille con olefina bismetalada deberia
proporcionar la cetona 90 alfa insaturada. La reduccion diaestereoselectiva de la cetona 90 al alcohol alilico 83 podria
lograrse con una reduccion de CBS lista para glucosilaciéon con 24 Aprovechando la plataforma de asistencia
anquimérica para la beta-glucosilacion controlada, la combinacion de 83 y 24 en presencia de triflato de cloro-
metilpiridinio regulado deberia proporcionar a 91 con excelente selectividad beta. El grupo director de TDMB podria
eliminarse después de la exposicion a CSA en hexafluoroisopropanol, tert-butanol y cloruro de metileno, revelando
alcohol libre 92. Una secuencia de tres etapas de oxidacion, reducciéon de la cetona resultante y sililacion deberia
acceder al TBS éter 93. La yodo-degermilacion después de la exposicion al cloruro de difenilfosforilo y el LIHMDS podria
tener acceso al acetal fosfonato de ceteno 95. Un acoplamiento de Stille selectivo a un estannano de tributilo deberia
lograr la sintesis de C15deOBB2.

Véase el esquema 23, figura 34; y esquema 24, figura 35.

Con los cuatro blogues de construccion en cuestion, ahora se pueden ensamblar usando la plataforma de acoplamiento
cruzado iterativo para generar rapidamente con macrolactona C15deOAmB. Se anticipa la combinacién de BB1 y
C15deOBB2 con el palladaciclo de 22 generacion Xphos de Buchwald, fosfato de potasio, y 3 equivalentes de agua
efectuaran un acoplamiento cruzado Suzuki-Miyaura para formar el dimero BB1-BB2 96. El intercambio de Pinacol del
MIDA boronato, seguido de un segundo acoplamiento de Suzuki con BB3, esta vez con el palladaciclo XPhos-
Generation 2 formara el pentaeno 97. Una liberacion in situ del MIDA boronato a un acido borénico libre con hidréxido
de sodio en presencia del paladio de palladaciclo de 22 generacién Xphos formara toda la estructura de carbono lineal
de C15deOAmB 98. Después de la saponificacion del éster metilico 98 con hidréxido de litio, una macrolactonacion
deberia proporcionar macrolactona 99. Una serie de eliminaciones del grupo protector que incluyen la desproteccion
TMSE con complejo TBAF-tBuOH, desililacion global con HF-piridina, descetalizacion con acido trifluoroacético, y la
reduccion de Staudinger de la azida C3’ con trimetilfosfina debe lograr la sintesis de C15deOAmB.

Ejemplo 9. C15-desoxi AmB
Acilacion selectiva
Véase el esquema 25, figura 36.

Una segunda estrategia que podria lograr un C15deOAmMB se resume en la figura 13. Al producir un intermedio
adecuadamente protegido, una reaccion de acilacion selectiva podria proporcionar unicamente un derivado de acilo
C15. Con este alcohol protegido diferencialmente en cuestion, la proteccion de los alcoholes restantes, seguida por la
desacilacion y la desoxigenacion del alcohol C-15 ahora libre podria llegar a un intermedio que es solo una serie de
desprotecciones lejos de C15deOAmB.

Como se muestra en el esquema 25, comenzando con AmB una serie de manipulaciones de grupos protectores que
incluyen formacion de fenil acilo, formacion de metil cetal, esterificacion de metilo usando diazometano y formacién de
acetal selectivo del diol C,3-C,5 y el diol C,9-C,11 como p-metoxi bencil acetales logra al intermedio 100
adecuadamente protegido. La acilacion de 100 con p-nitro fenil anhidrido catalizado por DMAP acila selectivamente la
posicién C-15. Con este alcohol 101 protegido diferencialmente en cuestiéon, una secuencia de persililacion de los
alcoholes restantes, seguida de desacilacion, activacion del alcohol C-15 ahora libre como tiocarbonilo y desoxigenacion
radical promovida por hidruro de tributilestafio y AIBN deberia lograr el intermedio 102. Una secuencia de desproteccion
final de la eliminacion de los grupos TES con HF-piridina, seguida de hidrolisis de cetal catalizada por CSA,
saponificacion de éster metilico con hidréxido de litio y diacilacion enzimatica final deberia proporcionar acceso a
C15deOAmMB.

Ejemplo 10. C3'-deamino AmB
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Sintesis hibrida
Véase el esquema 26, figura 37.

La sintesis de C3’'deAAmMB se basa en la glucosilacion de la estrategia de anfoternolida 103 usada en la sintesis de
C2'deoxiAmB por nuestro grupo previamente. Wilcock, BC et al., J Am Chem Soc 135:8488 (2013). Se anticipa la
glucosilacion 103 con el donante de azicar deamino 104 para lograr la estructura de carbono completo de
C3'deaminoAmB. La posterior eliminacion del grupo protector deberia proporcionar un acceso eficiente a este derivado.

La sintesis de 104 comienza con PMB éter 105, accesible desde 2-furil metil cetona como se describe en el esquema 8.
La abertura del epdéxido 105 con un hidruro genera selectivamente alcohol C2’ 106. Introduccion del grupo director
ZDMB usando EDC y DMAP, seguido de sililacion TBS del alcohol restante proporciona piran 107. La eliminaciéon de
DDQ del grupo protector de PMB y el intercambio de un tricloroacetimidato genera donante de azdcar C3'deamino 104.
Con 104 en cuestion, se anticipa que la glucosilacion procedera con selectividad beta excepcional bajo las condiciones
del triflato de cloro-metil piridinio regulado para proporcionar 109. Entonces se espera que el grupo director de ZDMB se
elimine en condiciones de Staudinger con trimetilfosfina. Una secuencia de oxidacion, reduccién del alcohol 110
invertiria entonces la estereoquimica en C2’ y proporcionaria el alcohol 111. Una secuencia de desproteccion de
desililacién con HF-piridina, eliminacion de éster alilico con Pd(PPhs), y acido tiosalicilico e hidrolisis de metil cetal CSA
en agua y dimetilsulféxido (DMSO) deberian proporcionar acceso a C3’'deAAmMB.

Ejemplo 11. C4'-deoxy AmB
Sintesis del hibrido
Véase el esquema 27, figura 38.

La sintesis de C4'deOAmMB se basa en la glucosilacion de la estrategia de anfoternolida 103 usada en la sintesis de
C2'deoxiAmB por nuestro grupo previamente. Wilcock, BC et al., J Am Chem Soc 135:8488 (2013). Se anticipa la
glucosilacion 103 con el donante de azicar desoxigenado 112 para lograr la estructura de carbono completo de
C4'deoxiAmB. La posterior eliminacion del grupo protector deberia proporcionar un acceso eficiente a este derivado.

La sintesis de 112 comienza con PMB éter 113, accesible desde 2-furil metil cetona como se describe en el esquema 8.
El epdxido 113 se abre eficientemente con azida de sodio, seguido por la introduccién del grupo director ZDMB usando
EDC y DMAP que genera TBS éter 114. Luego se anticipa la desililacion tras el tratamiento con HF que proporciona un
alcohol libre en C4'. El alcohol C4’ podria luego eliminarse después de un procedimiento de dos etapas de activacion a
un tiocarbonilo, seguido de desoxigenacion radical con hidruro de tributilestafio y AIBN para proporcionar azida 115. La
eliminacién de DDQ del grupo protector PMB y el intercambio de un tricloroacetimidato generarian entonces donante de
C4’deoxy azucar 112. Con 112 en cuestion, se anticipa que la glucosilaciéon procedera con excepcion de selectividad
beta en condiciones de ftriflato de cloro-metilpiridinio regulado para proporcionar 117. Entonces se espera que el grupo
director de ZDMB se elimine bajo condiciones de Staudinger con trimetilfosfina con reduccion concomitante de la azida
C3’ a una amina. La reproteccién con Fmoc-succinimida proporcionaria entonces el alcohol 118. Una secuencia de
oxidacion, reduccion del alcohol # invertiria la estereoquimica en C2’ y proporcionaria el alcohol 119. Una secuencia de
desproteccion de desililacion con HF-piridina, eliminacion de éster alilico con Pd(PPhs)s, y acido tiosalicilico, e hidrolisis
de metilcetal CSA en agua y dimetilsulféxido (DMSO) deberian proporcionar acceso a C4'deOAmB.

Ejemplo 12. Evaluacion in vitro de la actividad bioldgica

Cada derivado propuesto en este documento se ensaya respecto a la actividad biolégica contra células de levadura y
humanas para determinar su indice terapéutico. Un experimento de microdilucién en caldo determina la MIC
(concentracion minima inhibitoria) de cada derivado contra S. cerevisiae y la C. albicans clinicamente relevante,
estableciendo asi la actividad antifiungica de cada nuevo derivado. Para probar la toxicidad contra las células humanas,
cada compuesto se expone a un ensayo de hemodlisis contra los glébulos rojos que determina la concentracion
requerida para causar una lisis del 90% de los glébulos rojos humanos (EHgo). Ademas, cada compuesto esta expuesto
a células del tubulo renal primario humano para determinar la toxicidad de cada compuesto contra las células del rifion.
Estos ensayos, cuando se comparan con los valores conocidos de AmB frente a las mismas lineas celulares,
determinan la mejora en el indice terapéutico de cada compuesto.

Ejemplo 13. Evaluacion in vivo de la actividad biolégica

Las eficacias antifungicas de AmBMU y AmBAU se probaron en un modelo de ratén de candidiasis diseminada. En este
experimento, se infectaron ratones neutropénicos con C. albicans a través de la vena de la cola, y luego 2 horas
después de la infeccion, los ratones se trataron con una sola inyeccion intraperitoneal de AmB, AmBMU o AmBAU.
Luego, 2, 6, 12 y 24 horas después de la infeccion se sacrificaron los ratones y se cuantificé la carga fungica presente
en sus rifiones. Los resultados se muestran en la figura 39. Tanto AmMBMU como AmBAU fueron sustancialmente mas
eficaces que AmB para reducir la carga fungica presente en los rifiones en las tres dosis probadas (esto es, 1, 4y 16
mg/kg). Las diferencias fueron mas pronunciadas a la dosis de 16 mg/kg a las 24 horas después de la inoculacién. En
relacion con AmB, AmBMU redujo la carga fungica en 1.2 unidades logaritmicas (p < 0.001), y AmBAU redujo la carga
fungica en casi 3 unidades logaritmicas (p < 0.0001). Se especula que un perfil farmacoldgico mejorado, potencialmente
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debido a una gran solubilidad en agua, puede contribuir a las mejoras inesperadas y dramaticas en la actividad
antifingica in vivo para los nuevos compuestos.

En un conjunto separado de experimentos, se evalud la toxicidad aguda mediante administracion intravenosa unica de
1, 2, 4, 8, 16, 32 0 64 mg/kg de AmB o sus derivados a ratones sanos, seguido de control de la letalidad. Los resultados
se muestran en la figura 40. Todos los ratones en el grupo de dosis de AmB de 4 mg/kg murieron en segundos. AmBAU
fue drasticamente menos tdxico con una letalidad > 50% que no se alcanza hasta el grupo de dosis de 64 mg/kg.
Sorprendentemente, todos los ratones dosificados con 64 mg/kg de AmBMU sobrevivieron sin toxicidad observable.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, el compuesto que se selecciona de

AmBCU.

2. Compuesto X

38
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OH NHFmaoc

3. Compuesto 1

o0oH NHFmoc

4. Un método de preparacion de un derivado de anfotericina B de urea C16 segun la transformacion mostrada en el
5 esquema 2:

H,N” R
———— =
12 alquil NH,
ureas OH
1
Esquema 2

en el que 1 representa
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1: v

R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -CH;NH, y -CH>C(O)OH.

5. Un método de inhibicion del crecimiento de un hongo, que comprende poner en contacto un hongo con una cantidad
eficaz de un compuesto de la reivindicaciéon 1, con la condicién de que el método no sea un método de tratamiento del
cuerpo humano o animal.

6. Un compuesto de la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento de una infeccién por hongos en un sujeto.
7. El compuesto para uso de la reivindicacion 6, en el que el compuesto se administra por via oral.
8. El compuesto para uso de la reivindicacion 6, en el que el compuesto se administra por via intravenosa.

9. Una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de la reivindicacion 1; y un portador
farmacéuticamente aceptable.

10. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 9, en la que la composicion farmacéutica es una forma de
dosificacion oral.

11. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 9, en la que la composicion farmacéutica es una forma de
dosificacion intravenosa.
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Figura 1
Compuesto R R’
Me
o
anfotericina B (AmB) COOH Ll’wOH
OH NH;
ll‘\ o Me
anfotericina B metil ester (AmBME) COOMe mOH
OH NH;
anfoternolida (AmdeB) COOH H
Me
(@)
C2' desoxi anfotericina B (C2'deOAmB) COOH LL'/\;'%OH
2
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 7
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Figura 11
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Figura 39

Estudio de eficacia intraperitoneal en raton
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Figura 40

Letalidad del farmaco por dosis con inyeccionintravenosa unica
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